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 Resumo 
O escorpião Tityus fasciolatus faz parte da família Buthidae, que contém espécies 
causadoras de envenenamentos graves em humanos. As moléculas responsáveis 
pelos efeitos mais severos são conhecidas como neurotoxinas que,  em sua maioria, 
são componentes peptídicos  cujos principais alvos são os canais iônicos, os quais são 
relevantes para o funcionamento dos diversos sistemas orgânicos. Os compostos 
relacionados aos envenenamentos por peçonhas de escorpiões são conhecidos por 
agirem com especificidade nos canais iônicos. Os constituintes proteicos  de T. 
fasciolatus foram caracterizados com o auxílio de cromatografia líquida de alta 
eficiência em fase reversa (RP-HPLC), com coluna C18 analítica, espectrometria de 
massa MALDI/ TOF-MS e uma biblioteca transcritômica da glândula de peçonha.  Mais 
de 200 diferentes massas moleculares foram identificadas nas frações cromatográficas, 
assim como 9.130 transcritos na biblioteca transcritômica, dentre os quais foram 
identifcados 278 que codificam toxinas.  A atividade biológica de três toxinas e de uma 
fração foram testadas com canais iônicos expressos em oócitos de Xenopus laevis, 
através da técnica de Voltage clamp de dois eletrodos. Foram utilizados canais de Na+ 
de mamíferos hNav1.1/1, hNav1.2/1, hNav1.3/1, hNav1.4/1, hNav1.5/1, 
hNav1.6/1, hNav1.7/1 e rNav1.8/1. Duas toxinas (Tf3 e Tf4) foram classificadas 
como -NaScTx (Sodium Scorpion Toxins), por causarem aumento da corrente de Na+ 
e retardo da inativação rápida do canal. A Tf3 foi ativa em hNav 1.1 à hNav1.7, 
enquanto a Tf4 agiu apenas nos hNav1.2 e hNav1.7. A fração 63 também apresentou 
atividade α, sendo sua atividade significativa em hNav1.7. A toxina Tf2 foi identificada 
como -NaScTx, cuja característica é a ativação dos canais de Na+ em potenciais onde 
antes os canais estavam em repouso. Dentre os oito canais de Na+ de mamífero 
testados, a Tf2 foi seletiva para hNav1.3, à concentração de 1M.  Além da descrição 
da atividades dessas toxinas de Na+, este trabalho gerou um acervo de sequências de 
nucleotídeos e resíduos de aminoácidos, um perfil das massas moleculares associadas 
aos seus respectivos tempos de retenção, 18 sequências de prováveis NaScTxs e 15 
sequências de prováveis KTxs.  
 
 Abstract 
 Tityus fasciolatus is a scorpion belonging to the Buthidae family, known by the 
species that cause severe evenomation in humans. The molecules responsible for the 
most severe effects are known as neurotoxins, which are mostly peptide components, 
targeting ion channels, which are relevant to the functioning of the various organ 
systems. The compounds responsible for envenomation are usually known to act with 
specificity on ion channels. The proteic components of T. fasciolatus venom were 
analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC), MALDI/TOF mass 
spectrometry and a transcriptomic library of the venom gland. More than 200 different 
molecular masses were detected in chromatographic fractions, as well as 9,130 
transcripts that encode compounds, among them 278 encode toxins. Two Electrodes 
Voltage Clamp was used to test the biological activity of three toxins and a fraction in 
Xenopus laevis oocytes expressing ion channels. The Nav channels used were all 
mammals, hNav1.1/1, hNav1.2/1, hNav1.3/1, hNav1.4/1, hNav1.5/1, hNav1.6/1, 
hNav1.7/1 and rNav1.8/1. Two toxins (Tf3 and Tf4) were classified as -NaScTx 
(Sodium Scorpion toxins), since they cause an increase in Na+ currents and a delay in 
the rapid inactivation of the channel (Tf3 and Tf4). The Tf3 was active in hNav 1.1 to 
hNav1.7, while Tf4 affected only hNav1.2 and hNav1.7. Fraction 63 also showed α 
activity in hNav1.7. Tf2 was identified as β-NaScTx, whose characteristic is the 
activation of Nav channels at more negative potentials. Among the eight mammal Nav 
channels tested, Tf2 was hNav1.3 selective, at 1μM. This work led to a collection of 
sequences of nucleotides and amino acid residues, a molecular mass profile with their 
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1. Introdução  
Desde o apogeu da civilização egípcia até os dias de hoje, os escorpiões 
permeiam diferentes culturas como personagens de histórias, mitos, lendas e medicina. 
No contexto mitológico, esse animal é frequentemente relacionado à malevolência, 
graças às suas dolorosas, e até mesmo letais, picadas (Cloudsley-Thompson, 1990). 
Porém, em outras culturas, como a asiática, é tido como componente medicinal. São 
encontrados em todos os continentes, exceto Antártida, distribuindo-se nas regiões 
tropicais e subtropicais (Fig.1), onde foram catalogadas mais de 1500 espécies (Fet et 
al., 2000). 
 
Figura 1. Distribuição dos escorpiões ao redor do mundo. Os escorpiões são encontrados 
em regiões tropicais e subtropicais (entre as linhas brancas). As áreas em vermelho possuem 
grande incidência de acidentes provocados por picadas de escorpiões.  Retirado de (Lourenço 
et al., 1996). 




Os registros fósseis desses invertebrados datam de 400 milhões de anos, sendo 
considerados os mais antigos aracnídeos, e sua estrutura morfológica sofreu poucas 
alterações desde então (Dunlop, 2010). Pertencem ao filo Arthropoda, classe 
Arachnida, ordem Scorpiones, e são dotados de um aparato inoculador de peçonha 
chamado télson, que contém as glândulas produtoras de peçonha (Ruppert et al., 
2005). A peçonha é uma mistura complexa de moléculas bioativas, das quais se 
destacam os peptídeos que atuam em canais iônicos de Na+, K+, Cl- e Ca2+, e 
interagem com estes canais com alta especificidade e afinidade (De Lima et al., 2007).  
A interação com os canais iônicos é responsável pela maior parte dos sintomas 
observados nos casos de picadas por escorpiões. Os sintomas do envenenamento são 
causados por diferentes moléculas, destacando-se, nesse cenário, aquelas que 
causam alterações em canais iônicos envolvidos na propagação do impulso nervoso, 
como canais de Na+ e K+. As toxinas de escorpião que atuam em canais de Na+ 
(NaScTx) agem nos canais das terminações neuronais, levando à despolarização das 
membranas axonais que, consequentemente, liberam catecolaminas e acetilcolina que 
estimulam vários órgãos como intestinos, coração e tecido vascular (Vasconcelos et al., 
2005). As picadas de escorpiões podem causar desde dor local, dor irradiada pelo 
membro, e em casos mais severos complicações cardiorrespiratórias, que podem levar 
a óbito (Cologna et al., 2009). A mortalidade é mais frequente em crianças, idosos e 
adultos com saúde debilitada. 
Os acidentes de importância médica são, em sua maioria, causados por 
escorpiões da família Buthidae. Essa família inclui escorpiões dos gêneros Tityus, 
Centruroides, Mesobuthus, entre outros. Os gêneros Tityus e Centruroides são 




encontrados na América Central e América do Sul, e os gêneros Mesobuthus e Lychas 
são encontrados na Ásia.  
Dentre as mais 1500 espécies de escorpiões catalogadas, apenas 25 são 
consideradas de interesse médico. Alguns escorpiões possuem grande adaptabilidade 
ao ambiente antropizado, o que implica em um maior número de encontros entre esses 
animais e o homem, aumentando a quantidade de acidentes com envenenamento. No 
Brasil, as espécies que causam acidentes considerados de moderados a graves são 
Tityus serrulatus, T. stigmurus, T. bahiensis e T. obscurus (Ministério da Saúde, 2009). 
Devido à sua relevância clínica, a família Buthidae é a mais estudada.  
A toxinologia abrange diferentes estratégias e metodologias para identificar e 
caracterizar componentes das peçonhas, o que proporciona uma melhora na 
terapêutica do envenenamento e na identificação de moléculas com potencial 
biotecnológico, especialmente no que tange o estudo com canais iônicos. 
1.1. Transcritoma  
O transcritoma é o conjunto de RNAs presentes em uma determinada célula, 
tecido ou órgão em um tempo qualquer, e pode ser afetado pela idade e condição à 
qual o organismo se encontra (Rendón-Anaya et al., 2014). As análises do transcritoma 
têm contribuído para melhor descrever a diversidade de componentes presentes nas 
peçonhas e têm sido realizadas em diferentes animais, como serpentes (Margres et al., 
2013, Boldrini-Franca et al., 2009, Neiva et al., 2009), peixes (Magalhaes et al., 2006), 
aranhas (Jiang et al., 2013, He et al., 2013, Fernandes-Pedrosa Mde et al., 2008) e 
Conus (Lluisma et al., 2012, Hu et al., 2011, Lavergne et al., 2013, Pi et al., 2006), por 
exemplo. Com escorpiões, os estudos foram realizados com as famílias 




Caraboctonidae (Schwartz et al., 2007), Liochelidae (Silva et al., 2009), Buthidae 
(Valdez-Velazquez et al., 2013, Rendon-Anaya et al., 2012, Alvarenga et al., 2012, 
D'Suze et al., 2009, Kozminsky-Atias et al., 2008, Ruiming et al., 2010, Morgenstern et 
al., 2011, Ma et al., 2012, Almeida et al., 2012), Scorpionidae (Diego-Garcia et al., 
2012, Ma et al., 2010, Abdel-Rahman et al., 2013), Euscorpiidae (Ma et al., 2009) e 
Urodacidae (Luna-Ramirez et al., 2013). 
Além de aperfeiçoarem a identificação de novas moléculas, como ferramenta 
indireta na caracterização de peptídeos expressos pela glândula de peçonha (predição 
das sequências primárias), estes trabalhos podem auxiliar os estudos sobre a evolução 
da composição das peçonhas de diversas famílias de escorpiões (Ma et al., 2009). 
Uma das vantagens das bibliotecas de cDNA é que o mRNA maduro, do qual é 
produzida uma cópia de cDNA, não contém íntrons. Dessa forma, as sequências de 
cDNA podem ser usadas em sistemas de expressão heteróloga para produção de 
toxinas de interesse, uma vez que o protocolo de expressão e dobramento de 
peptídeos esteja estabelecido, diminuindo assim a necessidade de coleta de grandes 
quantidades de escorpiões (Quintero-Hernandez et al., 2011). 
Uma alternativa para a identificação de sequências e compreensão dos genes 
que codificam essas toxinas emergiu na década de 1990, com diversos trabalhos que 
descreveram as primeiras clonagens de genes de glândulas de peçonha de escorpiões  
(Becerril et al., 1993, Vazquez et al., 1995, Becerril et al., 1996, Selisko et al., 1996, 
Corona et al., 1996). Essa metodologia consiste na formação de uma coleção de DNAs 
complementares a partir de mRNAs obtidos da glândula de peçonha. Posteriormente 
os genes são amplificados por PCR, com primers desenhados de peptídeos 




previamente descritos, e clonados em sistemas heterólogos, amplificando o material e, 
posteriormente, sequenciando-o. O gargalo para essa metodologia foi o conhecimento 
prévio de toxinas, que naquele tempo enfrentava desafios para identificação de 
sequências. Essa vertente é menos utilizada atualmente, porém ainda pode ser 
encontrada na busca por maiores informações acerca de uma determinada sequência 
de resíduos de aminoácidos de peptídeos de peçonhas de escorpiões (Caliskan et al., 
2012b, Caliskan et al., 2012a, Caliskan et al., 2006). Informações relevantes foram 
geradas a partir dessa abordagem, como o gene que codifica a toxina mais potente da 
peçonha do escorpião Tityus serrulatus, conhecida como gamma-toxina (Ts1) (Becerril 
et al., 1993). Posteriormente, toxinas similares foram identificadas em Tityus bahiensis 
(Tb1) e Tityus stigmurus (Tst1), onde a presença de epítopos similares sugeriu a 
utilização de um soro multivalente contra as três espécies (Becerril et al., 1996). 
Uma abordagem mais recente é o transcritoma da glândula de peçonha, em que 
as bibliotecas de cDNA são exploradas em um nível maior: o sequenciamento de um 
grande número de clones, de modo a obter uma representação dos componentes 
expressos pelas glândulas, sem a inclusão dos íntrons, o que inclui os peptídeos e 
outros produtos proteicos, e de maquinaria celular. Em 2007, Schwartz e 
colaboradores, publicaram o primeiro transcritoma de glândula de peçonha de 
escorpião, Hadrurus gertschi, família Caraboctonidae. Esse trabalho identificou uma 
variedade de moléculas que são transcritas na glândula. Além das novas toxinas, o 
trabalho mostrou uma variedade de componentes celulares necessários para o 
funcionamento das glândulas. De um total de 147 transcritos, cerca de 30% 
corresponderam às toxinas da peçonha. Nos anos seguintes, muitos trabalhos 




adotaram a mesma estratégia. O trabalho com Opisthacanthus cayaporum, família 
Liochelidae, revelou que 36% dos transcritos codificam componentes da peçonha (Silva 
et al., 2009). Com Scorpiops jendeki, família Euscorpiidae, esse número foi de 50% 
(Ma et al., 2009) e com Heterometrus petersii, família Scorpionidae, cerca de 53% (Ma 
et al., 2010). Em comum, todas essas análises transcritômicas realizadas com a 
glândula de peçonha de escorpiões não-Buthidae, não mostraram a presença toxinas 
putativas que atuam em canais de Na+ entre os transcritos. Este fato pode explicar por 
que essas peçonhas não são letais para os mamíferos, uma vez que tais toxinas são 
responsáveis pelos envenenamentos graves. No entanto, essas bibliotecas têm uma 
presença expressiva de toxinas que atuam em canal de potássio e peptídeos sem 
ligações dissulfeto (NDBP), que podem atuar como peptídeos antimicrobianos ou 
citolíticos. Em uma biblioteca não amplificada, é razoável assumir que as porcentagens 
relativas de toxinas correspondem aos níveis de expressão. 
Em relação à família Buthidae, transcritomas foram realizados com Tityus 
discrepans (D'Suze et al., 2009), Tityus serrulatus (Alvarenga et al., 2012), Lychas 
mucronatus (Ruiming et al., 2010), Tityus stigmurus (Almeida et al., 2012), Hottentotta 
judaicus (Morgenstern et al., 2011). Os dois últimos foram realizados com a glândula 
em repouso, ou seja, sem extração de peçonha anterior à extração do mRNA da 
glândula. Uma diferença importante entre glândula em repouso e a glândula ativa é a 
quantidade de toxinas de Na+. Os dados da literatura sugerem que a glândula ativa 
produz uma maior quantidade dessas moléculas. A abundância relativa de toxinas de 
Na+ em T. discrepans foi de cerca de 27%, para T.serrulatus foi de cerca de 14% e 
cerca de 10% para L. mucronatus, enquanto a glândula em repouso de T. stigmurus 




apresentou 1,3% e H. judaicus com 5%. Em uma glândula ativa é esperada uma maior 
expressão de mRNA que codificam toxinas, uma vez que a peçonha precisa ser 
completamente reconstituída para uma eventual predação ou defesa. Essas bibliotecas 
de cDNA feitas a partir de clonagem, possuem alto custo devido ao sequenciamento de 
Sanger. 
Com o advento de tecnologias de sequenciamento massivo de RNA, a 
quantidade de informações obtidas através das bibliotecas de sequências nucleotídicas 
sofreram forte incremento. O pirossequenciamento 454, por exemplo, também é 
chamado de sequenciamento por síntese, onde uma fita complementar é sintetizada 
enzimaticamente a partir de um molde de fita simples de cDNA. Os quatro nucleotídeos 
são adicionados a cada ciclo e os nucleotídeos não incorporados são degradados em 
seguida. Cada vez que um nucleotídeo é incorporado, existe a liberação pirofosfato, 
que é detectado por quimioluminescência em uma reação enzimática, daí surgiu o 
nome pirosequenciamento. O sequenciamento por RNA-seq, é realizado através de 
adaptadores ligados a ambas as extremidades do RNA, sem necessidade de síntese 
de cDNA. Por esse motivo, pode ser realizado com menores quantidades de RNA.   
Os fragmentos de sequência obtidos por essas tecnologias possuem em média 
até 1000 nucleotídeos, dependendo da plataforma utilizada. Os dados obtidos são 
organizados com o auxílio de ferramentas de bioinformática, que podem se utilizar de 
um genoma de referência para a montagem das bibliotecas de sequências; porém, 
podem ser feitas de novo.  
Com glândulas de peçonha de escorpiões, o sequenciamento em larga escala 
foi realizado com Pandinus imperator (Roeding et al., 2009) e Centruroides noxius 




(Rendon-Anaya et al., 2012), ambas realizadas com plataforma de pirosequenciamento 
454. O trabalho com P. imperator teve como foco a compreensão da análise 
filogenética de artrópodes, enquanto com C. noxius analisou-se o transcritoma global 
da espécie, incluindo corpo inteiro sem as glândulas de peçonha e transcritoma da 
glândula de peçonha em repouso e ativa.  
Em uma era genômica, surge uma enorme quantidade de dados originados das 
diferentes metodologias de sequenciamento, e a bioinformática é o instrumento 
essencial para a filtragem, avaliação da qualidade e interpretação das informações 
obtidas.  
A abordagem do transcritoma torna possível comparar peçonhas produzidas 
pela mesma espécie isoladas geograficamente, sem a interferência de modificações 
pós-traducionais (Ruiming et al., 2010), revelando uma diversificação de componentes 
da peçonha exposta a diferentes desafios ambientais. As diferenças populacionais 
podem indicar o caminho para entender por que a peçonha de escorpiões de uma 
mesma espécie provocam diferentes intensidades na sintomatologia da picada (Oliveira 
et al., 2013, Rodriguez-Ravelo et al., 2013). Além disso, é possível descobrir as 
modificações pós -traducionais, comparando a massa molecular experimental exata do 
composto expresso com a massa molecular teórica gerada pela tradução das bases 
nucleotídicas em resíduos de aminoácidos, o que facilita a etapa de caracterização 
proteômica, sendo, portanto, abordagens complementares. 
1.2. A Proteômica 
A abordagem proteômica, no contexto da toxinologia, abrange a purificação e 
identificação dos peptídeos e proteínas em peçonhas e venenos. O objetivo da 




proteômica é decifrar de que forma a diversidade de componentes pode promover um 
ganho de eficiência no desempenho do organismo, gerando assim, conhecimento para 
embasar as próximas gerações de fármacos, diagnósticos e avanços em biotecnologia. 
O fator limitante para essa abordagem é a diminuta quantidade de peçonha produzida 
por alguns animais, como aranhas e escorpiões. Para obtenção de quantidades 
suficientes da amostra biológicas para executar essa tarefa, às vezes é necessária a 
coleta de muitos indivíduos e proceder com a extração da peçonha por longos períodos 
de tempo.  
Apesar dos fatores limitantes, análises proteômicas foram conduzidas com 
algumas espécies de escorpiões, principalmente da família Buthidae, entre as quais: T. 
cambridgei (T. obscurus) (Batista et al., 2004), T. costatus (Diego-Garcia et al., 2005), 
T. pachyurus (Barona et al., 2006), T.stigmurus (Batista et al., 2007) e T. serrulatus 
(Pimenta et al., 2001b, Rates et al., 2008). Além desses, escorpiões de famílias de 
menor importância médica também tiveram seus componentes identificados, como 
Opisthacanthus cayaporum (Schwartz et al., 2008). Estes estudos proteômicos 
demonstram a grande diversidade e quantidade de moléculas encontradas na peçonha 
de escorpiões. Os trabalhos básicos para execução dessa tarefa incluem a coleta dos 
indivíduos, extração e purificação da peçonha e identificação das massas moleculares 
das frações purificadas. Quando as moléculas atingem grau de pureza elevado, é 
possível obter as sequências de resíduos de aminoácidos por metodologias como 
sequenciamento de Edman ou sequenciamento por espectrometria de massa. 
Apesar da grande quantidade de dados gerados pelas abordagens proteômicas 
e transcritômicas, o desafio, para muitos, continua sendo encontrar os alvos biológicos 




das moléculas identificadas, assim como a possível aplicabilidade em termos 
biotecnológicos. 
Após a caracterização das moléculas pode-se prosseguir com a caracterização 
biológica. Dentre os peptídeos identificados em peçonhas de escorpiões, merecem 
destaque os que atuam em canais de Na+ e K+. Para tal, frequentemente utiliza-se 
técnicas de eletrofisiologia para registrar a modulação das correntes de iônicas. 
1.3. Canais de Na+ 
Os sinais elétricos biológicos, desde organismos procariontes ao homem, 
dependem da resposta rápida dos canais iônicos dependentes de voltagem às 
pequenas diferenças nos potenciais de membrana (Catterall, 2010). Os canais iônicos 
que respondem a diferenças de potencial permitem a passagem de cátions com taxas 
próximas à difusão, sendo responsáveis por distintos processos fisiológicos. Os Nav 
iniciam o potencial de ação. Os Cav iniciam processos como a transmissão sináptica, 
contração muscular e secreção hormonal. Os Kv terminam o potencial de ação, levando 
a membrana a seu estado de repouso. Em comum, esses canais iônicos compartilham 
uma arquitetura similar, com subunidades homólogas que formam um poro central, 
seletivo a íons, cercados por sensores de voltagem (Yu et al., 2005). O impulso elétrico 
gerado após um determinado estímulo percorre os neurônios, promovendo a 
transmissão da informação ao SNC. 
  Até o momento já foram identificados nove subtipos de canais de Na+ 
dependentes de voltagem em mamíferos, sendo quatro isoformas altamente expressas 
no sistema nervoso central (Nav1.1, Nav1.2, Nav1.3 e Nav1.6), duas isoformas 
expressas em músculo (Nav1.4 e Nav1.5) e três isoformas expressas no sistema 




nervoso periférico (Nav 1.7, Nav 1.8, Nav. 1.9) (Bosmans and Tytgat, 2007) (Tabela 1). 
Alguns autores relacionam o canal hNav1.3 à epilepsia e percepção de estímulos 
nociceptivos após lesão da medula espinhal (Estacion et al., 2010, Hains and Waxman, 
2007, Vanoye et al., 2014). Esses canais possuem alta homologia entre si e 
consequentemente compartilham similaridades biofísicas e farmacológicas. São 
formados por uma subunidade α, de 260 kDa, que é composta de quatro domínios 
transmembrana (DI-DIV), que se organizam formando um poro (Fig. 2) (Catterall et al., 
2005).  
Cada domínio possui seis segmentos em α-hélice que atravessam a membrana 
(S1-S6), onde os segmentos S1-S4 são sensíveis à voltagem e os segmentos S5-S6 
são os formadores do poro do canal (Catterall et al., 2005). O segmento S4 possui uma 
série de aminoácidos carregados, em especial um conjunto de argininas, seguido de 
dois resíduos hidrofóbicos, e se desloca em resposta à despolarização, iniciando a 
abertura do poro do canal iônico (Bezanilla, 2006, Catterall, 2010). As subunidades α 
estão ligadas a subunidades β, que geralmente interferem na cinética do canal e  
melhoram a fixação do canal na membrana, assim como âncoras (Tseng et al., 2007). 
 As subunidades α são funcionais sem as subunidades β quando expressas em 
sistemas de expressão. Cada canal iônico é expresso de maneira diferencial em 
determinado tecido. Já foram descritas mutações em genes que codificam 
determinados canais iônicos e a expressão desses canais “defeituosos” levam a 
condições hereditárias e adversas, sendo chamadas de canalopatias. Dentre as 
canalopatias, são conhecidas epilepsias, enxaqueca, paralisia periódica, arritmia 
cardíaca e síndrome de dor crônica (Tabela 1). Apesar dos mecanismos moleculares 




para os efeitos dessas mutações não terem sido totalmente definidos ainda, algumas 
dessas canalopatias resultam em falhas do sensor de voltagem dos canais iônicos e 
seus respectivos mecanismos de ativação e inativação (Catterall, 2010). 
Tabela  1. Relação dos Navs com seus respectivos genes, sensibilidade a TTX, tecido de 
distribuição e efeito de mutação (Adaptado de England and Groot, 2009). 
Canal Gene 
Sensibilidade 
TTX  Tecido Efeito de mutações 
Nav1.1  SCN1A sim SNC, SNP Epilepsia 
Nav1.2 SCN2A sim SNC, SNP Epilepsia 
Nav1.3 SCN3A sim 
SNC, SNP 
(embrionário) Nenhuma reportada 
Nav1.4 SCN4A sim 
Músculo  
Esquelético  Miotonia, paralisia periódica 
Nav1.5 SCN5A não Coração 
 
Síndrome de QT longa, Síndrome de 
Brugada, Bloqueio cardíaco 
progressivo 
Nav1.6 SCN8A  sim SNC,SNP Atrofia cerebelar 
Nav1.7 SCN9A sim 
SNP (céls. 
Schwann) Alterações na sensibilidade a dor 
Nav1.8 SCN10A não 
SNP (neurônios 
sensórios) Nenhuma reportada 
Nav1.9 SCN11A não SNP (DRG) Nenhuma reportada 
Navx SCN6/7A Não funcional Glia   
  
 Os canais de Na+ identificados em insetos possuem uma estrutura similar aos de 
mamíferos. Alguns genes descritos foram o para, clonado de Drosophila melanogaster 
(Warmke et al., 1997); o Vssc1, de mosca doméstica; o ParaCSMA e o BgNav1-1, de 
barata (Soderlund and Knipple, 2003, Tan et al., 2005).  
Por terem um sítio de ação preferencial (Fig. 2) , as toxinas exibem diferentes 
afinidades por diferentes tipos de canais. Além disso, algumas são seletivas a 
determinados subtipos de canais. A figura 2  ilustra os sítios de interação de algumas 
toxinas com os canais de Na+ (Stevens et al., 2011). No sítio 1, agem as toxinas que 




obstruem o poro fisicamente, como a TTX (tetrodotoxina, encontrada em peixes 
baiacus e em outros organismos), a saxitoxina (dinoflagelados e cianobactérias) e as µ-
conotoxinas (moluscos Conus). Os Nav podem ser classificados de acordo com a sua 
sensibilidade ao bloqueador TTX  (Tabela 1), sendo chamados de sensíveis ou 
resistentes a TTX. No sítio 2, agem as batracotoxinas (anfíbios) e as grayanotoxinas 
(flores do gêner Rhododendron – azaléas) . No sítio 3, agem as toxinas de anêmonas, 
as α-toxinas de escorpião (α-NaScTx) e as delta-atracotoxinas de aranha, que 
provocam um prolongamento do potencial de ação, retardando a inativação do canal. 
No sítio 4, agem as β-toxinas de escorpiões (β-NaScTx), as delta-Palutoxinas e as β-
toxinas de aranhas. No sítio 5 agem as Brevetoxinas e Ciguatoxinas, produzidas por 
dinoflagelados (Stevens et al., 2011). 
 
Figura 2. Representação do Canal de Sódio e Respectivos Alvos de Toxinas. As diferentes 
toxinas animais possuem sítios de ação que são comuns a cada classe. Sítio 1: atuam as TTX- 
tetodrotoxina, STX-saxitoxinas e as µ-conotoxinas; Sítio 2: Batracotoxinas e Grayanotoxinas; 
Sítio 3: α-NaScTxs e α-toxinas de anêmonas; Sítio 4: β-NaScTxs e β-toxinas de aranhas; e 
Sítio 5: Bravetoxinas e Ciguatoxinas (Retirado de Stevens et al., 2011).  




A primeira estrutura cristalográfica em alta resolução (2,7 Å) de um canal de Na+ 
foi recentemente descrita (Fig. 3) (Payandeh et al., 2011, Payandeh et al., 2012). Esse 
canal foi isolado da bactéria Archobacter butzleri, e nomeado NavAb. É considerado um 
protótipo para a compreensão sobre a sensibilidade à voltagem, condutância e 
seletividade iônica, e mecanismos de ativação e inativação de uma classe inteira de 
canais iônicos (Catterall, 2014).  
Na figura 3 é possível observar a arquitetura do canal NavAb, onde se observa 
em tons de azul, um poro central formado por quatro domínios formadores do poro, 
compostos pelos segmentos S5 e S6 e da alça do poro (Fig. 3A). Os quatro módulos 
sensíveis à voltagem são formados pelos segmentos S1-S4, que são associados com o 
aro externo do poro (cores quentes) (Payandeh et al., 2011). Assim como nos Kvs 
(canais de K+ sensíveis a voltagem), os domínios posicionam suas porções funcionais 
de forma a manter o sensor de voltagem associado com o  módulo formador do poro 
mais adjacente (Fig. 3C) (Long et al., 2007). 
A arquitetura do poro do NavAb mostra um amplo vestíbulo externo, um filtro de 
seletividade estreito, uma cavidade central ampla e uma comporta de ativação 
intracelular formada por parte do segmento S6, que está na posição fechada  na figura 
3B (Payandeh et al., 2011). 






Figura 3. Estrutura de um canal NavAb e estrutura do sensor de voltagem. A) vista 
superior do canal NavAb. B) Arquitetura do poro, com indicação dos segmentos S5 e S6 e os 
loops P de duas subunidades laterais. C) Vista Lateral do domínio sensível a voltagem, onde se 
observa o alinhamento dos sensores de voltagem de um canal de K+ (roxo) e de Na+(amarelo), 
com destaque para as cargas positivas conferidas pela sequência de argininas (R) (adaptado 





















1.3.1. Classificação das NaScTx 
O banco de dados de proteínas UNIPROT lista cerca de 800 peptídeos de 
escorpiões depositados (busca pelos termos “scorpion AND peptide”, em 24/07/14). 
Dentre esses, aproximadamente 200 peptídeos correspondem a prováveis toxinas de 
escorpião que atuam em canais de Na+ (NaScTx). Essas toxinas possuem entre 58 e 
76 resíduos de aminoácidos, estabilizados por 4 pontes dissulfeto, podendo ou não 
sofrer outras modificações pós-traducionais.  
A toxicidade das peçonhas de escorpiões em humanos é atribuída às toxinas 
que atuam em canais de Na+, o que torna as NaScTxs de grande relevância para a 
saúde humana, uma vez que esses canais regulam uma grande variedade de 
atividades fisiológicas (Rodriguez de la Vega and Possani, 2005).  
As NaScTxs podem ser divididas em α e β, dependendo do modo de ação 
(Gurevitz et al., 1998, Rodriguez de la Vega and Possani, 2005). As α-NaScTxs são 
moléculas de aproximadamente 70 resíduos de aminoácidos, que se ligam a um sítio 
receptor na superfície extracelular do canal de Na+, mais especificamente no domínio 
DIV, entre os segmentos S3-S4, retardando a inativação do canal (Catterall, 2010). De 
acordo com os motivos estruturais e com a especificidade da interação com canais de 
Na+ de mamíferos ou de insetos, foram divididas em outros três subgrupos: 
1. α- toxinas clássicas são altamente tóxicas a mamíferos, como, por exemplo, a 
AaHII de Androctonus australis Hector (Legros et al., 2005), e a LqhII de Leiurus 
quinquestratus hebraeus (Sautiere et al., 1998), que se ligam-se com alta 
afinidade a sinaptossomos.  




2. α-toxinas inseticidas, que são altamente tóxicas para insetos como, por 
exemplo, a LqhαIT de Leiurus quinquestriatus hebraeus (Eitan et al., 1990). 
3.  α-like, que agem tanto em canais de Na+ de mamíferos quanto de insetos 
como, por exemplo, a Lqh III de Leiurus quinquestriatus hebraeus (Bosmans et 
al., 2005).  
As β-NaScTxs também se ligam a um receptor nos segmentos S3-S4, porém, no 
domínio DII, deslocando a voltagem de ativação do canal para potenciais de membrana 
mais negativos (Gordon et al., 2003, Rodriguez de la Vega and Possani, 2005, 
Catterall, 2010). As β-toxinas são subdivididas em quatro subfamílias (Gordon et al., 
2003, Gurevitz et al., 2007, Rodriguez de la Vega and Possani, 2007): 
1. β-NaScTx anti-mamíferos, que são altamente tóxicas a mamíferos, e 
modulam a ativação de canais de Na+ em cérebro de mamíferos, como a Cn2, 
de Centruroides noxius (Vazquez et al., 1995, Pintar et al., 1999) e a Css4, de 
Centruroides sufussus sufussus (Martin et al., 1987). As toxinas desse grupo 
foram, em sua maioria, isoladas de escorpiões do Novo Mundo (Américas) 
(Possani et al., 1999). 
2. β-Toxinas inseticidas excitatórias, que são inofensivas a mamíferos, e 
induzem paralisia espástica, causada por atividade repetitiva dos nervos 
motores, resultantes da ativação dos canais de Na+ a potenciais de membrana 
mais negativos. Como exemplo, tem-se a AahIT, de Androctonus australis 
Hector (Loret et al., 1990). 




3. β-Toxinas inseticidas depressoras, que induzem paralisia flácida em insetos, 
como, por exemplo, a LqHIT2, de Leiurus quinquestriatus hebraeus (Zlotkin et 
al., 1991). 
4. Toxinas β-like que são altamente ativas em mamíferos e em insetos, como a 
Lqhb1, de Leiurus quinquestriatus hebraeus (Gordon et al., 2003) e a Ts1, de 
T. serrulatus (Martin-Eauclaire et al., 1992) . 
1.4. Tityus fasciolatus 
No Brasil, ocorrem as famílias Bothriuridae, Buthidae, Chactidae e Liochelidae  
(Lourenço, 2003), sendo a família Buthidae composta dos gêneros Ananteris, 
Isometrus, Microtityus, Rhopalurus e Tityus (Lourenço et al., 1996). O gênero Tityus 
possui distribuição por todo o território nacional, destacando-se por possuir 
representantes de interesse toxicológico: Tityus serrulatus, T. metuendus, T. stigmurus, 
T. bahiensis, T. fasciolatus. 
Em áreas de Cerrado, predominantemente na região Centro-Oeste, encontra-se 
o escorpião Tityus fasciolatus, que ocorre também em Goiás e Minas Gerais e é 
responsável por acidentes nestas regiões (Yoshizawa, 2002). Possui de 4,5 a 7 cm de 
comprimento e padrão de coloração marrom e amarela, com três listras marrons na 
região dorsal e listras nas pernas e palpos (Fig. 4). São termófilos e vivem associados 
a cupinzeiros do gênero Armitermes (Lourenço, 2003). 





Figura 4. Tityus fasciolatus. Imagem do escorpião T. fasciolatus, vista dorsal, 
onde se observa as listras características no dorso, pernas e palpos. (Foto 
cedida por Gustavo Guimarães). 
Em 2003, Wagner e colaboradores descreveram a neurotoxina Tf4 (UniProtP 
83435), considerada moduladora de canal de Na+, com estrutura primária semelhante 
às toxinas TsTx-VI (Marangoni et al., 1990) e TsNTxP (Guatimosim et al., 1999) da 
peçonha de T. serrulatus. A Tf4 foi classificada como uma α-NaScTx. Em células GH3, 
uma linhagem celular estabilizada derivada de tumor adenohipofisário de rato, a toxina 
não induziu alterações nas correntes de Na+ ou de K+. A Tf4, com doses até 140 µg, 
não possuiu efeito tóxico em larvas de Tenebrio molitor (Wagner et al., 2003).  
Wagner (2003) descreveu ainda a sequência parcial de um peptídeo 
(KEGYAMVDEG), contido em uma fração chamada p23. As massas moleculares 
encontradas nessa fração foram de 6.954 Da e 7.294 Da. A sequência parcial obtida foi 
similar à Ts2, de T. serrulatus, Tb2, de T. bahiensis, e Tst2, de T. stigmurus (Becerril et 
al., 1996) e foram classificadas como β-NaScTx. O mesmo trabalho identificou um 
peptídeo de 2.750Da na peçonha de T. fasciolatus (Wagner, 2003) que, mais tarde, foi 
descrito como hipotensor e chamado de Tf2.7 (Zanotta, 2006). Esse peptídeo apresenta 




identidade de 79% com as hipotensinas TITSE 1 e 2 de T. serrulatus (Verano-Braga et al., 
2008) que àquela época não haviam sido descritas (Fig. 5). 
      Acc       Nome                     10        20       
P84190   HYT24_TITSE1     AEIDFSGIPEDIIKEIKETNAKPPA      
P84189   HYT13_TITSE1     AEIDFSGIPEDIIKQIKETNAKPPA      
T. fasciolatus Tf2.7      ADIDFRGVPENIVK-IKETNAKPPA        
                                                                                     *:*** *:**:*:* ********** 
 Figura 5. Alinhamento da Tf 2.7 com as hipotensinas TITSE 1 e 2 de Tityus serrulatus. 
Alinhamento da Tf2.7 com as hipotensinas de T. serrulatus descritas em 2008 (Verano-Braga et 
al., 2008). 
Zanotta (2006) identificou as sequências parciais de outros dois peptídeos, 
chamados de Tf14 (7555,4 Da) - KIYEXCELAXELINXFNF (X- não identificado) - e 
Tf3.5 (3585,34 Da) - TQKNCRSKRDCQTVCMVVDRCQYGTCYCKGN.  A Tf3.5 
apresenta três ligações dissulfeto e 58% de identidade com a α-KTx17.1 de 
Mesobuthus martensii (Li et al., 2003). 
(Guimarães, 2009) fez uma caracterização molecular e imunológica indicando 
que a peçonha de T. fasciolatus possui toxicidade e letalidade moderadas em 
camundongos machos Swiss CF1, de 20g, via sub-cutânea. A peçonha foi neutralizada 
com eficiência pelo soro anti-T. serrulatus, no estudo in vivo, sendo a DL50 de 59,65 
μg/camundongo. A peçonha bruta causou congestão e hemorragias em coração, 
pulmão e cérebro de camundongos.  
Guimarães (2009) realizou uma extração e purificação de RNA, e por RT-PCR, 
com oligonucleotídeos desenhados tendo como molde toxinas da peçonha de T. 
serrulatus, amplificou sequências de interesse. Com essa metodologia, foi possível a 
identificação de precursores para três NaScTxs: Tf1, Tf3 e Tf4a: 




• Tf4a - Tendo como molde a TsNTxP (T. serrulatus) (Guatimosim et al., 1999), 
encontrou-se uma sequência que corresponde à Tf4 de T. fasciolatus. Como houve 
uma diferença em um resíduo de aminoácido, na posição 25 (T por K), foi usada a 
letra “a” para diferenciar da toxina Tf4 previamente descrita por Wagner et al. 
(2003) (Fig.6). 
 
Acc    Nome                10        20        30        40        50        60 
P83435_Tf4        GKEGYPADSKGCKVTCFFTGVGYCDTECKLKKASSGYCAWPACYCYGLPDSASVWDSATNKC--- 
Tf4a              GKEGYPADSKGCKVTCFFTGVGYCDKECKLKKASSGYCAWPACYCYGLPDSASVWDSATNKCGKK  
P60275_TbIT_1     GKEGYPVDSRGCKVTCFFTGAGYCDKECKLKKASSGYCAWPACYCYGLPDSVPVYDNASNKCB--  
Q5G8A8_TcoNTxP1   GKEGYPADSKGCKVTCFLTAAGYCNTECKLQKASSGYCAWPACYCYGLPDSASVWDSATNKCGKK  
P45669_Ts6        GREGYPADSKGCKITCFLTAAGYCNTECTLKKGSSGYCAWPACYCYGLPESVKIWTSETNKC---  
O77463_TsNTxP     GREGYPADSKGCKITCFLTAAGYCNTECTLKKGSSGYCAWPACYCYGLPDSVKIWTSETNKCGKK  
                  *:****.**:***:***:*..***:.**.*:*.****************:*. :: . :*** 
Figura 6. Alinhamento da sequência de aminoácidos da Tf4 com outras toxinas do 
gênero Tityus (Adaptado de Guimarães, 2009). A sequência Tf4 utilizada para o alinhamento 
foi obtida pelo cDNA amplificado a partir de iniciadores sintetizados com base em sequências 
obtidas de T. serrulatus. Em sublinhado, a substituição de uma T por uma K (Adaptado de 
Guimarães, 2009). P83435 Tf: T. fasciolatus (Wagner et al., 2003); P60275 TbIT_1: T. 
bahiensis (Pimenta et al., 2001a); Q5G8A8 TcoNTxP1: T. costatus (Diego-Garcia et al., 2005), 
P45669 Ts 6 (Marangoni et al., 1990) e O77463 TsNTxP: T. serrulatus (Guatimosim et al., 
1999).  
  




• Tf1 - Tendo como molde a TsTx (Martin-Eauclaire et al., 1992), encontrou-se um 
precursor de um peptídeo com massa teórica de 7252 Da, que apresentou 
similaridade à Ts1 de T. serrulatus (Fig. 7). 
Acc     Nome                 10        20        30        40        50        60 
Q5G8B8_Tco_gamma   -KEGYAMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECGYKKGSSGYC-AWPACYCYGLPNWVKVWERATNRCGKK 
Tf1                -KEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECAIKKGSSGYC-AWPACYCYGLPNWVKVWERATNRCGKK 
P15226_Ts1         -KEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECGIKKGSSGYC-AWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKCGKK 
P56612_Tst_gamma   GKEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECTLKKGSSGYC-AWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKCGKK 
P56611_Tb_gamma    -KEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGSECKIKKGSSGYC-AWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKCGKK 
Q2NME3_Tz1          KDGYLVGNDGCKYSCFTRPGTYCANECSRVKGKDGYCYAWMACYCYSMPNWVKTWDRATNRCGRGK 
                    *:** :.::*** *** **. **. **   **..*** ** *****.:*****.*:****:**: 
Figura 7. Alinhamento da sequência de aminoácidos da Tf1 com outras toxinas do 
gênero Tityus (Adaptado de Guimarães, 2009). Q5G8B8 Tco_gamma: T. costatus (Diego-
Garcia et al., 2005); Tf1: T. fasciolatus; P15226 Ts1: T. serrulatus (Martin-Eauclaire et al.,1992); 
P56612 Tst_gamma: T. stigmurus (Becerril et al., 1996); P56611 Tb_gamma: T. bahiensis 
(Becerril et al., 1996), Q2NME3 Tz1: T. zulianus (Borges et al., 2004). 
• Tf3 - Tendo como molde a TsTx, encontrou-se uma sequência com massa 
molecular teórica de 7607 Da. A toxina foi chamada de Tf3, pois apresentou 
identidade à Ts3 de T. serrulatus (Fig. 8). 
Acc    Nome                10        20        30        40        50        60       70 
P0C5K8_TbTx5      KKDGYPVEGDNCAFVCFGYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPD---KEPTKTNGRCKPGKK 
Tf3               KKDGYPVEGDNCAFVCFGYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPD---KEPTKTNGRCKPGKK 
P01496_Ts3        KKDGYPVEYDNCAYICWNYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPD---SEPTKTNGKCKSGKK 
P46115_Ts5        KKDGYPVEGDNCAFACFGYDNAYCDKLCKDKKADDGYCVWS-PDCYCYGLPEHILKEPTKTSGRC----- 
P46066_CsE5       KKDGYPVDSGNCKYECLKDD--YCNDLCLERKADKGYCYWGKVSCYCYGLPD---NSPTKTSGKCNPA-- 
P58910_Kurtoxin   KIDGYPVDYWNCKRICW-YNNKYCNDLCKGLKADSGYCWGWTLSCYCQGLPD---NARIKRSGRCRA--- 
                  * *****:  **   *   :  **:.**   ***.***      *** ***:   .   * .*:*      
Figura 8. Alinhamento da sequência de aminoácidos da Tf3 com outras toxinas do 
gênero Tityus (Adaptado de Guimarães, 2009). P0C5K8 TbTx5: T. bahiensis (Kalapothakis 
et al., 2001); Tf3: T. fasciolatus; P01496 Ts3 (Corona et al., 1996) e P46115 Ts5 (Marangoni et 
al., 1995) T. serrulatus; P46066 CsE5: Centruroides sculpturatus (Jablonsky et al., 1995), 
P58910 Kurtoxin: Parabuthus transvaalicus (Chuang et al., 1998). 
No trabalho de Guimarães (2009), as toxinas correspondentes aos precursores 
identificados pelas técnicas de biologia molecular não foram isoladas da peçonha. 




Pinto (2009) demonstrou que a peçonha de T. fasciolatus causou danos no 
sistema cardiorrespiratório de ratos jovens, 5 minutos após sua injeção via subcutânea, 
induzindo arritmia respiratória e aumento da frequência cardíaca. Esse resultado é 
compatível com as alterações causadas por outras espécies de Tityus, como T. 
serrulatus. O dano cardíaco é provocado tanto pela ação direta da peçonha quanto 
indiretamente devido as alterações do sistema autônomo (Amaral et al., 1991, Teixeira 
et al., 2001, Rezende et al., 1996). A liberação de catecolaminas e neurotransmissores 
alteram a hemodinâmica, causando hipertensão e arritmias.  
  





 O estudo de canais iônicos implicou no surgimento de uma nova linha de 
pesquisa em busca de moléculas capazes de  modular as atividades desses canais, 
especialmente nos casos onde as mutações levam a doenças hereditárias, como é o 
caso da paralisia periódica hipocalêmica. Os fármacos atualmente utilizados não 
possuem grande especificidade e seletividade, e o estudo de moléculas como as 
toxinas de aracnídeos fornecem dados para o desenvolvimento de compostos mais 
específicos, que poderão gerar, no futuro, novos agentes terapêuticos e inseticidas. 
O interesse por moduladores de canais de Na+ é refletido em bases de dados de 
patentes, como o European Patent Office (www.epo.org), que possui pelo menos 30 
registros desses moduladores.  As universidades e indústrias farmacêuticas têm 
dispendido esforços em screenings de larga escala, a fim de identificar respostas 
detalhadas para o desenho de fármacos mais específicos, e consequentemente 
menores efeitos colaterais (England and de Groot, 2009). 
No que se refere ao estudo com peçonhas, a proteômica possibilita a 
identificação e caracterização química dos compostos isolados. A transcritômica surge 
como aliada na elucidação das sequências de aminoácidos e dos mecanismos 
moleculares na produção da peçonha. Juntas, essas técnicas se complementam. A 
identificação desses componentes é uma oportunidade de descobrimento de moléculas 
com potencial utilização como ferramentas em biotecnologia. Porém, apenas a sua 
identificação limita seus potenciais usos. Diante disto, os ensaios biológicos em busca 
de um alvo são essenciais para que essas informações sejam bem aproveitadas. 




A análise eletrofisiológica de NaScTxs contribui para que as relações de 
estrutura e função dos canais iônicos seja elucidada. Poucos trabalhos foram feitos até 
o momento com cobertura abrangente de canais, sendo os ensaios restritos a apenas 
alguns clones de canais iônicos. O presente trabalho conta com a análise de 4 
compostos testados em 8 diferentes subtipos de canais iônicos.  
Os estudo com a peçonha do escorpião Tityus fasciolatus no  Laboratório de 
Toxinologia da Universidade de Brasília foram iniciados no final da década de 90. A 
escassez de trabalhos com a peçonha deste escorpião motivou o início das pesquisas 
em buscas de novas moléculas com possíveis aplicabilidades.  
  





3.1. Objetivo Geral 
 Conhecer a composição da peçonha do escorpião Tityus fasciolatus através dos 
transcritos e compostos expressos. 
3.2. Objetivos Específicos 
 Construir uma biblioteca transcritômica da glândula de peçonha de T. fasciolatus 
e identificar os precursores das toxinas putativas de Na+.  
 Fracionar a peçonha de T. fasciolatus e identificar as massas moleculares de 
seus principais componentes peptídicos. 
 Determinar as estruturas primárias dos peptídeos mais abundantes da peçonha. 
 Determinar a atividade biológica dos peptídeos mais abundantes da peçonha, 
com ênfase em toxinas que atuam em canais de Na+. 
  





4.1. Soluções utilizadas em HPLC 
4.1.1. Solução de Acetonitrila (Solvente B) 0,1% TFA  
 Acetonitrila grau HPLC (JT Baker ®), à temperatura ambiente. 
 TFA grau HPLC (JT Baker ®), à temperatura ambiente. 
4.1.2. Solução TFA 0,12% - HPLC  
 Água deionizada (Mili-Q®), à temperatura ambiente. 
 TFA grau HPLC (JT Baker ®), à temperatura ambiente. 
4.2. Soluções utilizadas em Eletrofisiologia 
4.2.1. Ca++-free solution  





 pH ajustado para 7,6 com NaOH. 
 Filtrado em filtro estéril. 
4.2.2. Meio Barth de cultura para oócitos 








pH ajustado para 7,4 com NaOH. 




Filtrado em filtro estéril.  
Adicionar 0,1 mg/ml gentamicina. 
4.2.3. Solução ND100 





pH ajustado para 7,6 com NaOH. 
 
  





5.1. Obtenção De Animais 
 Cerca de 30 indivíduos adultos de Tityus fasciolatus foram coletados no Setor de 
Mansões Lago Norte, Brasília, DF, sob a licença do IBAMA n° 19138-1. Os escorpiões 
foram mantidos em terrários apropriados no Biotério do Instituto de Ciências Biológicas, 
Universidade de Brasília, onde receberam água ad libitum e foram alimentados 
periodicamente com baratas.  
5.2. Análise Transcritômica 
5.2.1. Obtenção de RNA 
Oito espécimes (4 machos e 4 fêmeas), adultos e recém coletados, do escorpião 
Tityus fasciolatus, foram submetidos a extração de peçonha por estimulação elétrica 3 
dias antes da extração do RNA. O esvaziamento da glândula promove a síntese de 
peptídeos e proteínas que compõem a peçonha, induzindo assim, a produção de RNA 
mensageiro (mRNA). Utilizou-se o kit de extração de RNA ZR-Duet™ DNA/RNA 
MiniPrep (Zymo Research Corporation, Irvine, CA, U.S.A). Os télsons dos indivíduos 
foram cortados diretamente no tampão de extração, macerados e o RNA extraído 
segundo o protocolo do fabricante. O RNA foi então armazenado a -70 °C. 
5.2.2. Quantificação de RNA e qualidade do RNA 
A quantificação do RNA foi realizada por espectrofotômetro NanoVue Plus 
Spectrophotometer (GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ, U.S.A.), nos 
comprimentos de onda 230, 260, 280 e 320 nm. A razão ótima para RNA é de 
A260/A280= 1,9-2,0. O RNA foi submetido a uma eletroforese em um 2100 




Electrophoresis  Bioanalyser   (Agilent) para verificação da integridade e qualidade do 
RNA extraído.  
5.2.3. Biblioteca Transcritômica - RNAseq 
Após verificação da qualidade do RNA, o material foi enviado para 
sequenciamento HiSeq2000 (Illumina, San Diego, CA, USA) na Scripps Univertsity, 
USA, de acordo com o protocolo do fabricante.  
5.2.4. Bioinformática 
O pipeline computacional de análise do transcritoma foi dividido em 3 etapas: (i) 
filtragem, (ii) montagem e (iii) anotação. Durante a etapa de (i) filtragem, a qualidade 
das sequências foi verificada por meio do programa FASTQC 
(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc). Adaptadores Illumina e 
sequências inteiras ou fragmentos de sequências de baixa qualidade (valor de Phred < 
20) foram filtrados utilizando o programa PRINSEQ. Para que as sequências 
provenientes dos mesmos fragmentos estivessem pareadas nos arquivos de 
sequências R1 e R2, foi utilizado um script na linguagem de programação Perl. Scripts 
consistem em pequenos programas de computador criados para realizar tarefas 
específicas, geralmente envolvendo manipulação de arquivos. 
Em seguida, foi realizada a etapa de (ii) montagem das sequências utilizando-se 
a abordagem de novo por meio do pipeline Oases que utiliza o programa Velvet 
adaptado para montagem de transcritos. Optou-se pela abordagem de montagem de 
novo devido à ausência de um genoma de referência para o organismo em estudo. 
Nesse processo, foram utilizados tamanhos de k-mer de 19 a 35pb, sendo os 
resultados para cada k-mer, posteriormente, concatenados em um arquivo único de 




sequências consenso, denominadas contigs ou transcritos, no caso do estudo de 
transcritoma. Os contigs de cada replicata foram montados separadamente, sendo 
depois comparados entre si por meio do programa Blast e scripts Perl para remoção de 
redundância. Dentre um grupo de sequências que apresentavam similaridade com 
valor de e-value inferior a 1E-5, era selecionada a sequência de maior extensão como 
representativa do grupo.     
Na etapa de anotação (iii), a atribuição de função biológica aos transcritos 
ocorreu pela comparação com sequências de aminoácidos de eucariotos, obtidas a 
partir do banco curado de sequências Swiss-Prot, por meio do programa Blast. Um 
transcrito foi anotado com a mesma função biológica da sequência que apresentasse a 
maior similaridade (best hit) e que apresentasse o valor de e-value igual ou inferior a 
1E-3. A partir dessa primeira etapa de anotação, os transcritos que correspondiam a 
potenciais toxinas foram selecionados e seus respectivos códigos do Gene Ontology, 
obtidos a partir do banco Swiss-Prot, foram associados por meio da utilização de 
scripts Perl. 
Os alinhamentos foram obtidos por ClustalO 
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 
5.3. Análise Proteômica  
5.3.1. Extração e Quantificação da peçonha 
 A peçonha dos exemplares adultos de T. fasciolatus foi extraída por meio de 
estimulação elétrica próxima ao télson. A peçonha foi solubilizada em TFA 0,12%, 
submetida à centrifugação a 15.000 × g por 10 min. O sobrenadante foi retirado, seco 




a vácuo e armazenado a -20°C. A quantificação foi realizada por espectrofotometria a 
280 nm. Um intervalo mínimo de 30 dias foi respeitado entre extrações de peçonha. 
 Para a quantificação dos peptídeos purificados, foi realizada a leitura 280nm e 
utilização dos parâmetros obtidos  pelo programa PROTPARAM (Wilkins et al., 1999).  
5.3.2. Purificação de Peptídeos - Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) 
 Alíquotas de 1mg de peçonha de T. fasciolatus foram fracionadas em HPLC, 
utilizando coluna de fase-reversa C18 analítica (250 x 4,60 mm, 4 mícron, 
Phenomenex, Inc.,USA). A cromatografia seguiu um gradiente linear da solução A 
(0,12% ácido trifluoroacético - TFA em água) até 60% da solução B (0,10% TFA em 
acetonitrila), a um fluxo de 1mL/min, por 60 min. A detecção foi obtida por leitura das 
absorbâncias a 216 e 280nm. As frações foram coletadas manualmente e secas a 
vácuo. As frações mais abundantes foram submetidas a recromatografias, cuja 
metodologia variou de acordo com o tempo de retenção de cada fração, e consiste em 
um gradiente linear de 0,5% de acetonitrila por minuto, com a coluna a 45°C. 
5.3.3. Análise de Massas Moleculares 
 As amostras foram dissolvidas em uma matriz saturada de ácido α-ciano-4-
hidroxi-cinâmico dissolvida em acetonitrila/água/TFA3% (2,5/2/0,5; v/v/v), na proporção 
3:1 (matriz:amostra). As análises foram realizadas em espectrômetro de massa MALDI-
TOF/TOF UltraFlex III (Bruker Daltonics, Alemanha) operando no modo refletido ou 
linear positivo, utilizando calibração externa. Para peptídeos de até 4.000 Da foi 
utilizado Peptide Standard calibration mixture (Bruker Daltonics), e entre 4.000 a 20.000 
Da foi utilizado Protein Standard calibration mixture (Bruker Daltonics). As amostras 
analisadas foram depositadas em uma placa do tipo Anchorchip (600 mm), secas à 




temperatura ambiente.  Os espectros de massa molecular foram analisados com o 
software FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics, Germany).  
Os peptídeos descritos foram analisados em micrOTOF-Q II (Bruker Daltonics, 
Germany), operado em modo positivo. As amostras foram diluídas em acido fórmico 
1%, em uma mistura de água/acetonitrila (v:v, 1:1) e aplicadas por infusão direta no 
espectrômetro.  
5.3.4. Sequenciamento de resíduos de aminoácidos 
Os 15 primeiros resíduos de aminoácidos do N-terminal do peptídeo Tf2 foram 
identificados por sequenciamento automático de Edman, em PPSQ-23 Protein Peptide 
Sequencer (Shimadzu Co., Japan).  
O sequenciamento por ISD (In Source Decay), foi realizado em MALDI/TOF-
TOF-MS UltraFlex III, matriz DAN (1,5-diaminonaftaleno) na proporção 3:1 
(matriz:amostra), utilizando calibração externa com BSA (Bovine Serum Albumin).  
5.4. Modelagem molecular 
A construção do modelo de Tf2, Tf3, Tf4 e Ts2 foi realizada pelo método de 
reconhecimento de dobragem para a identificação de potenciais modelos usando o 
servidor Phyre2 (Kelley and Sternberg, 2009). Este servidor é capaz de identificar 
homólogos utilizando sequências distantes obtidas a partir de algoritmos, como PSI-
BLAST e HMM (Altschul et al., 1990, Soding, 2005). O modelo com a maior pontuação, 
Ts1 (PDB ID 1NPI, 1,16 Å de resolução) (Pinheiro et al., 2003), foi escolhido como 
molde para as toxinas Tf2, Tf4 e Ts2, com 98% de cobertura e identidades de 75%, 
64% e 74%, respectivamente.  Para a toxina Tf3, o modelo utilizado foi da Kurtoxina 
(PDB ID 1T1T), cuja identidade com a Tf3 é de 53%. A toxina AaH2 (PDB ID 1AHO,  




(Housset et al., 1994)) foi adicionada como referencial por ser conseiderada um modelo 
padrão de atividade das α-NaScTxs. Os potenciais eletrostáticos de superfície foram 
calculados usando o programa de gráficos moleculares CCP4 pelo método de Poisson-
Boltzmann embutido (McNicholas et al., 2011). 
5.5. Atividades Biológicas 
5.5.1. Eletrofisiologia 
5.5.1.1. Expressão dos canais iônicos 
Para a expressão dos canais iônicos em oócitos de Xenopus laevis, os plasmídeos 
hNav1.1, hNav1.2, hNav1.3, hNav1.4, hNav1.5, hNav1.6, hNav1.7, rNav1.8 foram 
linearizados com as enzimas apropriadas de acordo com seus sítios de restrição, e 
transcritos com T7mMESSAGE-machine kit (Ambion, U.S.A.).  
5.4.1.2.  Registro das correntes 
Os registros de eletrofisiologia foram realizados a temperatura ambiente,  22° C, 
utilizando amplificador  AxoPatch, controlado pelo sistema de aquisição de dados 
Digidata1440A 16-Channel Digitizer (Molecular Devices). 
As correntes foram registradas de 12h a 96h após a injeção do cRNA, de acordo 
com a velocidade de expressão de cada canal.  A equação para condutância de sódio 
(gNa),  de acordo com a Lei de Ohm, foi:  ��� = ���/ሺ� − ����ሻ, onde I Na é a 
amplitude das correntes de sódio a um dado potencial teste V,  e Vrev  é o potencial de 
reversão do íon Na+. 
  Os valores de gNa foram plotados em função da voltagem e ajustados com a 
equação de Boltzmann: gNa ⁄ gmax = [1 + (exp(Vg ) V) ⁄ k)]-1 , onde gMáx representa a 




condutância máxima de Na+, Vg é a voltagem correspondente à metade da 
condutância máxima, e k é o fator de inclinação da curva. 
 Os eletrodos de voltagem e de corrente foram preenchidos com 3M KCl. As 
resistências dos eletrodos foram mantidas abaixo de 1MΩ. As correntes foram filtradas 
a 1kHz e amostradas a 20hHz utilizando um filtro passa-baixa de quatro polos Bessel. 
Para evitar a interferência de ruído, as correntes registradas foram subtraídas com TTX 
(tetrodotoxina). O TTX bloqueia os canais de Na+, de forma que pode-se remover as 
correntes capacitivas e resistivas do registro. Exceto as correntes do canal rNav1.8, 
todas as outras correntes tinham pelo menos 1µA. Os canais resistentes à TTX 
hNav1.5 e hNav1.8 utilizados neste trabalho possuem mutação para aumentar a 
sensibilidade à TTX, sem que haja interferência na funcionalidade do canal (Laboratório 
de Eletrofisiologia, Departamento de Fisiologia, Johns Hopkins University, sob 
supervisão do Dr Frank Bosmans). 
 Diferentes protocolos foram utilizados para a realização dos registros de 
correntes, partindo de um  potencial de repouso (holding potential) de -90 mV, com um 
intervalo de 0,2 Hz. As correntes de sódio foram evocadas com uma despolarização a 
100 ms até Vmáx. A relação corrente-voltagem foi determinada por passos de 
despolarização de 50 ms entre -90 e 70 mV, com incrementos de 5-10 mV. 
Os registros eletrofisiológicos foram analisados utilizando CClampfit, versão 10.0 
(Molecular Devices). As curvas gV foram plotadas com auxílio do software Origin8 
(Originlab, ElkGrove Village, IL, USA). A significância das amostras normalizadas foi 
avaliada com o teste t de Student, com p<0,05, sendo os valores apresentados relativos 




à média ± erro padrão da média. Foram realizados de 3 a 6 testes independentes por 
toxina em cada canal testado.  
5.5.2. Ensaio Inseticida 
Larvas de lepidóptera Spodoptera frugiperda (com aproximadamente 100 mg, entre 
3º e 4º ínstars) foram expostas a diferentes concentrações do peptídeo Tf4, de T. 
fasciolatus. A injeção foi de 2 µL, com seringa gengival, entre o último e o penúltimo par 
de pernas. Um injetor automático foi acoplado à seringa. A observação foi feita com 1h, 
2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 7h, 8h,12, 16h, 20h, 24h, 36h e 48 horas após a injeção. O controle 
foi realizado com água. As larvas foram gentilmente cedidas pela Dra Maria Elita 
Castro, Embrapa, Cenargen. 
  




6. Resultados e Discussão 
6.1. Biblioteca transcritômica 
O RNA extraído de 8 indivíduos foi  analisado por eletroforese  para identificar a 
qualidade da amostra (Agilent 2100 Bioanalyzer system). Os dados obtidos foram 
compatíveis com RNAs extraídos de outros escorpiões e aranhas, de forma que a 
banda 28S ribossomal, indicativa da boa qualidade de amostras de mamíferos, não 
ocorre ou ocorre com pouca intensidade nos aracnídeos testados até o momento por 
nosso grupo de pesquisa (Fig. 9). Uma escala que varia de 1 a 10, chamada RIN (RNA 
Integrity Number), foi calculada pelo software Bioanalyser após a corrida. O RIN 
calculado para o RNA de Tityus fasciolatus foi de 6,3. Como não existe valor de 
referência para esse organismo e o valor considerado adequado para mamíferos é 
acima de 7, consideramos a amostra de boa qualidade. 
                            
Figura 9. Representação gráfica da eletroforese da amostra de RNA de T. fasciolatus em 
Bioanalyser. a) Gráfico gerado pela migração das moléculas de RNA; b) Representação 
gráfica em bandas com a distribuição das moléculas de RNA (à direita) e o padrão de migração 
controle (à esquerda).  
A amostra de RNA foi enviada para sequenciamento por RNA Seq, que consiste 
na identificação das bases nucleotídicas por síntese, realizada em triplicata. Nas três 
a) b) 




rodadas de sequenciamento do Illumina, obteve-se 33.069.163, 32.754.391 e 
22.358.238 de reads, respectivamente. Após o sequenciamento, os dados obtidos 
foram enviados à análise de bioinformática, gerando uma montagem de sequências 
nucleotídicas, e os dados foram agrupados em contigs (sequências não-únicas). A 
partir dessa montagem, foram encontrados 4.575, 4.744 e 3.505 contigs, que após um 
procedimento de remoção de redundância geraram 9.130 contigs únicos (Tabela 2). 
Dentre eles, 8.226 contigs não obtiveram similaridade com outras sequências 
depositadas em bancos de dados, sendo classificados pelo termo “no hits”. Essa 
quantidade provavelmente está relacionada à falta de um genoma de referência.  
Posteriormente, os dados foram classificados de acordo com sua ontologia, por 
meio de Gene Ontology (GO), para identificar as funções prováveis dos RNAs 
sequenciados.  A análise de GO foi realizada com os 9.130 contigs, e assinalou 1146 
genes. A classificação das 18 funções mais frequentes pode ser observada na figura 
10. O Gene Ontology permite a inferência de um domínio biológico específico que 
descreve um produto gênico (Ashburner et al., 2000). De uma maneira geral, as 
anotações de ontologia se baseam na homologia, ou seja, a partir de um ancestral 
comum. A classificação por função permite uma avaliação global do transcritoma, além 
disso, facilita as análises computacionais que lidam com essas informações. A função 
mais recorrente foi  de “Inibidor de canal iônico” (Fig. 10). 
Tabela  2. Tabela resumo da montagem da biblioteca transcritômica. 
Total de sequências limpas Round (1) 33.069.163, (2) 32.754.391, (3) 22.358.238 
Total de contigs 9.130 
Total de toxinas  278 
Total de GOs assinalados 1146 





Figura 10. Gráfico representativo das 18 funções mais frequentes. Gene Ontology (GO) 
das 18 funções mais frequentes após submissão dos dados para análise de GO. As funções de 
“Inibidores de canal iônico” e “Ligação a íon metálico”, barras inferiores, correspondem às 
toxinas e aos ligantes de metais como magnésio e cálcio, e são relacionados a reguladores de 
DNA.  
As sequências que codificam para toxinas foram agrupadas e analisadas 
separadamente. Verificou-se um total de 278 contigs que codificam para toxinas, sendo 
que 89% delas são toxinas com provável ação em canais de Na+ e K+ (Fig. 11), com 
uma menor porcentagem de toxinas putativas com ação de canais de Ca++ ou similares 
às Mu-theraphotoxinas, de aranhas, dentre outras. Na análise realizada, a toxina Tf2 foi 
codificada por 12 contigs, a Tf3 por 6 contigs e a Tf4 por 7 contigs (apresentadas no 
tópico seguinte). As sequências de toxinas de NaScTx, KTxs e outras toxinas é 
apresentada no Anexo I.  





Figura 11. Gráfico de porcentagem das toxinas identificadas na biblioteca transcritômica. 
Dentre os 278 transcritos com identidade com toxinas, 48% dos transcritos correspondem a 
toxinas que atuam em canais de potássio (KTxs), 41% correspondem a toxinas que atuam em 
canais de Na+ (NaScTxs), 5% são similares às Mu-theraphotoxinas, de aranha,  e 3% 
correspondem a toxinas que atuam em canas de Ca++. 
 Dentre os transcritos que codificam toxinas, 48% correspondem a KTxs, porém 
alguns contigs ocorreram em redundância. O contig 11 (Anexo I), por exemplo, possui 
20 sequências que codificam para a mesma molécula, correspondente a uma KTx de 
alta massa molecular, provavelmente com massa molecular monoisotópica teórica de 
[M+H]+ igual a 7.323,74 Da (sendo observada uma massa molecular correspondente na 
peçonha de 7.323,4 Da no intervalo 48-60 min da Tabela 3), pertencente à família das 
β-KTxs. Essa família tem como representante a Escorpina, isolada de Pandinus 
imperator (Conde et al., 2000). As β-KTxs são moléculas com capacidade de interagir 
com canais iônicos e com membranas celulares, sendo consideradas como 
bloqueadoras de canal de K+ e citolíticas. O contig 4778 e 4765, com massas teóricas 
de [M+H]+ 3.983,93 Da e 4.426,17 Da, respectivamente, possuem cada um 12 
sequências que codificam a mesma molécula, sendo ambos similares à α-KTx 4.5 
(Diego-Garcia et al., 2005), bloqueadora de canal de K+, isolada de T. costatus. 
Entretanto, as massas moleculares teóricas não foram encontradas na análise de 














Tabela 3. A ausência dessas massas moleculares ocorre possivelmente devido a 
processamentos sofridos pelas toxinas.   
Diferentes NaScTxs foram identificadas na biblioteca, e suas sequências estão 
apresentadas no Anexo I. Desde os primeiros estudos de descrição das sequências 
nucleotídicas que codificam para as NaScTxs presentes nas peçonhas de escorpiões, 
observou-se que os precursores das toxinas eram maiores do que as toxinas 
purificadas da peçonha. As análises revelaram que esses precursores, além de 
possuírem uma região de peptídeo sinal de cerca de 20 resíduos de aminoácidos, 
geralmente possuíam alguns resíduos extras na região C-terminal. Estes seriam 
clivados enzimaticamente durante o processamento pós-traducional, o qual, também, 
poderia envolver a amidação dessa região (Becerril et al., 1993). Quando as 
sequências de toxinas terminam com uma glicina (G) seguida por resíduos básicos 
assume-se que a ação de uma carboxipeptidade remova esses aminoácidos, 
sinalizando para a amidação da porção C-terminal da toxina (Becerril et al., 1993). As 
três NaScTx caracterizadas possuem o sinal de amidação em seus transcritos. Essa 
característica é importante para a atividade biológica de algumas toxinas, como Ts1 e 
CssII (Coelho et al., 2014, Estrada et al., 2007).  
A sequência de nucleotídeos que codifica a Tf2 contém 255 bases, incluindo o 
stop códon, e o peptídeo traduzido possui um peptídeo sinal de 20 resíduos de 
aminoácidos, peptídeo maduro de 62 resíduos de aminoácidos, e sinal de amidação do 
C-terminal GK (Fig. 12) (# EBI: LN606597).  O alinhamento com precursores de outras 
β-NaScTx de escorpiões do gênero Tityus com identidade superior a 70% é 
apresentado na  figura 13. 





1     ATG AAG AGA TTT CTT TTG TTT ATC AGC ATC TTG ATG ATG ATT GGA   45 
1      M   K   R   F   L   L   F   I   S   I   L   M   M   I   G    15 
 
46    ACT ATT GTG GTG GGA AAG GAA GGC TAT GCC ATG GAT CAC GAA GGA   90 
16     T   I   V   V   G   K   E   G   Y   A   M   D   H   E   G    30 
 
91    TGC AAA TTT AGT TGT TTC ATA AGA CCA TCA GGC TTT TGT GAT GGT   135 
31     C   K   F   S   C   F   I   R   P   S   G   F   C   D   G    45 
 
136   TAC TGC AAA ACA CAT TTG AAG GCA AGT TCA GGC TAT TGC GCT TGG   180 
46     Y   C   K   T   H   L   K   A   S   S   G   Y   C   A   W    60 
 
181   CCA GCC TGT TAC TGC TAC GGG GTC CCA TCT AAT ATA AAA GTT TGG   225 
61     P   A   C   Y   C   Y   G   V   P   S   N   I   K   V   W    75 
 
226   GAC TAT GCC ACA AAT AAA TGT GGC AAA TAA   255 
76     D   Y   A   T   N   K   C   G   K   *    85 
 
 
Figura 12. Sequência precursora da toxina Tf2 obtida pela biblioteca transcritômica. 
Estão apresentadas as sequências nucleotídica (superior) e de aminoácidos (inferior). Em 
negrito está o peptídeo sinal; o sublinhado marca o peptídeo maduro; em itálico está a 
sinalização de amidação. 
 
 
Figura 13. Alinhamento do precursor da Tf2 e de precursores de β-NaScTxs de 
escorpiões do gênero Tityus. Siglas e numeração UNIPROT: Tf2, Tityus fasciolatus; To12: 
Tityus obscurus (H1ZZI1); Tb1: T. bahiensis (P56611); Tst1: T. stigmurus (P56612); Ts1: Tityus 
serrulatus (P15226). % Id: porcentagem de identidade; (*) : aminoácido idêntico; (:): 
substituição conservativa; (.): substituição semi-conservativa. 
O contig que codifica a Tf3 contém 261 bases, incluindo o stop códon, e o 
peptídeo traduzido possui um peptídeo sinal de 19 resíduos de aminoácidos, peptídeo 












14). O alinhamento com outros precursores de α-NaScTxs mostra que a a Tf3 é 
idêntica à TbTx5 (Fig. 15). 
 
1     ATG AAT GAC TTC GTT TTC TTG GTC GTC GCA TGC TTA TTG ACT GCG   45 
1      M   N   D   F   V   F   L   V   V   A   C   L   L   T   A    15 
 
46    GGT ACG GAG GGC AAG AAA GAC GGA TAT CCG GTG GAA GGC GAC AAC   90 
16     G   T   E   G   K   K   D   G   Y   P   V   E   G   D   N    30 
 
91    TGC GCC TTC GTT TGC TTC GGC TAC GAC AAC GCT TAC TGC GAT AAG   135 
31     C   A   F   V   C   F   G   Y   D   N   A   Y   C   D   K    45 
 
136   CTG TGC AAG GAC AAG AAA GCC GAC AGC GGG TAT TGT TAC TGG GTT   180 
46     L   C   K   D   K   K   A   D   S   G   Y   C   Y   W   V    60 
 
181   CAC ATC CTC TGC TAC TGC TAC GGG CTT CCC GAC AAG GAG CCG ACC   225 
61     H   I   L   C   Y   C   Y   G   L   P   D   K   E   P   T    75 
 
226   AAG ACC AAC GGA AGA TGC AAA CCG GGT AAG AAG TGA   261 
76     K   T   N   G   R   C   K   P   G   K   K   *    87 
 
 
Figura 14. Sequência precursora da toxina Tf3, obtida pela biblioteca transcritômica. 
Estão apresentadas as sequências nucleotídica (superior) e de aminoácidos (inferior). Em 
negrito está o peptídeo sinal; o sublinhado marca o peptídeo maduro; em itálico está a 
sinalização de amidação. 
 
Figura 15. Alinhamento do precursor da Tf3 com outros precursores do gênero Tityus. 
Siglas e numeração UNIPROT: Tf3: T. fasciolatus; TbTx5: T. bahiensis (P0C5K8); Toxin-5: T. 
serrulatus (P01496); Tpa4: T. pachyurus (H1ZZI5); To10: T. Obscurus (H1ZZH9); TdNa8: T. 
discrepans (C9X4K6); To9: T. obscurus (H1ZZH8). % Id: porcentagem de identidade; (*): 
aminoácido idêntico; (:): substituição conservativa; (.): substituição semi-conservativa. 
A toxina Tf4 é codificada por 255 nucleotídeos, incluindo o stop códon, com um  















aminoácidos, e sinal de amidação do C-terminal GK (Fig. 16). O alinhamento com 
outros precursores do gênero Tityus é apresentado na figura 17. 
 
 
1     ATG AAA CGA ATG ATC TTG TTT ATT AGC TGC TTA TTG CTG ATC GAC   45 
1      M   K   R   M   I   L   F   I   S   C   L   L   L   I   D    15 
 
46    ATT GTC GTA GGA GGC AAA GAA GGT TAT CCA GCG GAT TCC AAA GGT   90 
16     I   V   V   G   G   K   E   G   Y   P   A   D   S   K   G    30 
 
91    TGC AAA GTT ACT TGT TTT TTT ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA   135 
31     C   K   V   T   C   F   F   T   G   V   G   Y   C   D   T    45 
 
136   GAA TGC AAA CTG AAA AAG GCA TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG   180 
46     E   C   K   L   K   K   A   S   S   G   Y   C   A   W   P    60 
 
181   GCG TGT TAC TGC TAC GGG CTT CCA GAT TCA GCG TCA GTT TGG GAC   225 
61     A   C   Y   C   Y   G   L   P   D   S   A   S   V   W   D    75 
 
226   AGT GCT ACG AAT AAA TGT GGC AAA AAA TAA   255 
76     S   A   T   N   K   C   G   K   K   *    85 
 
 
Figura 16. Sequência precursora da toxina Tf4 obtida pela biblioteca transcritômica. 
Estão apresentadas as sequências nucleotídica (superior) e de aminoácidos (inferior). Em 
negrito está assinalado o peptídeo sinal; o sublinhado corresponde ao peptídeo maduro; em 
itálico está assinalado o sinal de amidação. 
 
Figura 17. Alinhamento do precursor da Tf4 com outros precursores de NaScTx do 
gênero Tityus. Siglas e numeração UNIPROT: Tf4: T. fasciolatus; TcoNTxP1: T. costatus 
(Q5G8A8), Ts4: T. serrulatus (O77463); Tst1: T. stigmurus (P56612); Tb1: T. bahiensis 
(P56611); Ts1: T. serrulatus (P15226). % Id: porcentagem de identidade; (*): aminoácido 
idêntico; (:): substituição conservativa; (.): substituição semi-conservativa. 
As toxinas de escorpiões, ainda que possuam diferentes funções, podem 













terciárias dos peptídeos de peçonhas de escorpiões, assim como das sequências 
gênicas demonstram essa origem. Isso se deve aos diferentes eventos genéticos que 
ocorreram ao longo da evolução, como por exemplo, o polimorfismo, a duplicação, 
trans-splicings ou splincing alternativo (Zhijian et al., 2006).  
 Os alinhamentos das figuras 13, 15 e 17 demonstram a similaridade entre os 
precursores das toxinas de T. fasciolatus e outros escorpiões da família Buthidae. A 
homologia dentre os escorpiões do gênero Tityus   já foi descrita (Possani et al., 1999), 
sendo comum a identificação de componentes similares em sequência e função 
(Batista et al., 2007). Porém, a revisão de Zhijian et. al, 2006 chama a atenção para o 
caso onde os genes homólogos são apenas variações alélicas da mesma espécie, e 
não parálogos propriamente ditos. A variação encontrada por Guimarães 2009, com a 
Tf4a, pode ser um exemplo dessa variação alélica, quando faz-se a comparação com a 
Tf4, ou seja, uma isoforma.  
 
  




6.2. Sondagem dos componentes peptídicos 
A purificação de 1 mg de peçonha de T. fasciolatus, resultou no perfil 
cromatográfico observado na figura 18. Cerca de 75 frações foram coletadas 
manualmente e aquelas assinaladas com os nomes Tf2, Tf3, Tf4 e fração 63 foram 
acumuladas para posterior purificação, identificação dos seus compostos mais 
representativos e análise da atividade biológica em canais de Na+. Após a identificação 
de suas sequências de resíduos de aminoácidos, pode-se agrupá-las 
sistematicamente, de acordo com (Guerrero-Vargas et al., 2012), sendo chamadas de 
NaTx5.6, NaTx3.11 e NaTx4.4 (Tf2, Tf3 e Tf4, respectivamente), uma classificação e 
nomenclatura proposta para toxinas descritas do grupo Tityus. Para o presente 
trabalho, utilizaremos a nomenclatura comum, Tf2, Tf3 e Tf4, seguindo a mais usual de 
acordo com a similaridade com outras toxinas depositadas em bancos de dados, como 
o UNIPROT (Tf: Tityus fasciolatus). 
Todas as frações cromatográficas foram analisadas em MALDI/TOF-MS (Tabela 
3), a fim de identificar as massas moleculares eluentes ao longo da cromatografia, e 
dessa forma selecionar os compostos de interesse na análise de atividade biológica, as 
prováveis NaScTxs. As frações coletadas entre 37 e 41% de acetonitrila possuem 
massa molecular entre 6.000 e 7.800 Da, o que possibilitou uma inferência sobre sua 
classificação como NaScTx, que em média, apresentam essa faixa de massa 
molecular. A tabela 3 apresenta o intervalo de tempo de eluição e as massas 
moleculares identificadas. No total, foram identificadas 212 diferentes componentes, 
que foram agrupados por intervalo de tempo para excluir repetições de massas 
moleculares de frações consecutivas. Os componentes identificados variaram entre 




830 e 11.500 Da. As massas moleculares médias das toxinas Tf2 (6.954,0 Da), Tf3 
(7.921,1 Da) e Tf4 (6.612,0 Da) estão assinaladas em negrito na Tabela 3.  
A diversidade de compostos identificados por análises proteômicas da peçonha 
de escorpiões do gênero Tityus pode ser corroborada com diversos trabalhos. O de T. 
cambridgei (T. obscurus) identificou pelo menos 102 diferentes componentes por 
MALDI/TOF-MS e ESI-MS (Batista et al., 2004); T. pachyurus, com 104 compostos por  
ESI-MS (Barona et al., 2006); T. costatus, com 90 massas moleculares por ESI-MS 
(Diego-Garcia et al., 2005); e T. stigmurus com 100 diferentes componetes por ESI-MS 
(Batista et al., 2007). A identificação do perfil de massas moleculares a partir das 
frações cromatográficas é uma maneira rápida e confiável para identificar peptídeos em 
meio a uma peçonha complexa.  
 
Figura 18. Perfil cromatográfico de 1mg de peçonha de Tityus fasciolatus. Cromatografia 
de 1mg de peçonha de T. fasciolatus, em coluna C18 analítica, em um gradiente de 0 a 60% de 
solvente B em 60 minutos. As toxinas caracterizadas estão assinaladas com seus respectivos 
nomes. 




Tabela  3. Massas moleculares das frações cromatográficas da peçonha de T. 
fasciolatus. As frações cromatográficas, coletadas manualmente, foram submetidas à 
espectrometria de massa em MALDI/TOF-MS (modo refletido positivo <4.000 Da, e modo linear 
positivo >4.000 a 11.500 Da), para identificar as massas moleculares das respectivas frações. 
Os dados foram agrupados em intervalos de tempo para evitar repetições de massas 
moleculares que eluem em frações consecutivas. Em negrito estão as massas moleculares 
médias das toxinas caracterizadas. 
RT 
(min) 

















2.298,4 5.081,5 5.128,0 5.458,6 1.379,8 
 





















































































































































































































































































































































































































6.3. Recromatografias, espectrometria de massa e sequências de  
resíduos de aminoácidos 
Para obtenção das NaScTxs de forma isolada, foram realizados diferentes 
passos de cromatografia, com o gradiente de acetonitrila mais lento e com temperatura 
de 45°C. Por serem muito similares e apresentarem polaridades bastante próximas 
entre si, as NaScTx são difíceis de ser purificadas. A pureza da toxina influencia 
diretamente na qualidade dos ensaios fisiológicos. Em caso de co-eluição de 
compostos, pode-se obter efeitos ambíguos, pois algumas toxinas atuam em escala 
nanomolar, bastando uma pequena quantidade para atuar no seu alvo molecular. Por 
agirem em diferentes sítios de ação, α e β-NaScTxs que co-eluem podem dar uma 
primeira impressão de que uma molécula apresenta novas funções.  
 Tf2 
A Tf2 eluiu a 38,5% de acetonitrila (Fig. 19). Em seguida, foram realizados três 
passos de purificação adicionais, com diferentes gradientes de acetonitrila para a 
obtenção da toxina purificada, com pureza superior à 97%, de acordo com a área 
abaixo da curva do gráfico da cromatografia (Figura 19 a-c).  
A amidação foi inferida pela similaridade com toxinas previamente descritas na 
literatura e confirmada por meio de micrOTOF-QII, que identifica a massa molecular de 
compostos com alta resolução. A amidação implica na perda de 0,98 Da, 
correspondente à inserção de um NH2 no lugar de uma OH no grupo carboxi-terminal. 
Levando em consideração a formação de quatro ligações dissulfeto (por similaridade), 
sua massa molecular teórica monoisotópica é de [M+H]+ 6.950,0302 Da e a massa 
molecular experimental monoisotópica é de [M+H]+ 6.949,9350 Da (ou [M + 7H]7+ = 




993,7050) (Fig. 19 d). O erro calculado entre a massa molecular teórica e experimental, 
utilizando o quinto isótopo da série, foi de 0,6 ppm. 
 
Figura 19. Recromatografias da toxina Tf2 e massa molecular. Para a purificação da toxina, 
foram realizados três passos distintos. Em a) foi realizada uma cromatografia com gradiente 
linear de 0,5% de acetonitrila por minuto, a temperatura ambiente. Em b) o gradiente foi de 
0,33% de B por minuto, à 45C. Em c) O gradiente foi de 0,25% por minuto, a 45ºC. Em d) 
observa-se a resolução monoisotópica da molécula Tf2, com 7 cargas, obtida por micrOTOF-
QII.  




A sequência de resíduos de aminoácidos que compõe a Tf2 foi parcialmente 
identificada por degradação de Edman e por sequenciamento por ISD (In Source 
Decay) (Fig. 20). Posteriomente, a sequência foi ratificada pela obtenção do precursor 
pela biblioteca transcritômica, onde o peptídeo sinal e o sinal de amidação também 
foram identificados (Fig. 12). 
 
Figura 20. Sequência completa da toxina Tf2. Metodologias utilizadas na identificação da 
sequência da toxina Tf2. Sequenciamento dos 15 primeiros resíduos de aminoácidos por 
Edman; do 9 ao 37 por In Source Decay (espectrometria de massa); a partir do 24 até o 62 foi 
corroborado com uma das primeiras sequências obtida pela biblioteca transcritômica.  
 Tf3 
A toxina Tf3 foi coletada a 37,6% de acetonitrila e foram necessários dois passos 
extras para sua purificação, ambos a 45°C (Fig. 21). A massa molecular foi obtida por 
micrOTOF-QII, sendo confirmada a amidação por espectrometria de massa e 
sequência do precursor. Sua massa molecular monoisotópica teórica, levando em 
consideração quatro ligações dissulfeto e uma amidação no C-terminal, é de [M+H]+ 
7.289,2880 Da e a massa molecular experimental monoisotópica é [M+H]+ 7.289,0794 
Da (ou [M+7H]7+ = 1.042,1542 Da) (Fig. 21). O erro calculado entre a massa molecular 
teórica e experimental, utilizando o quinto isótopo da série, foi de 0,5 ppm.  





Figura 21. Recromatografias da toxina Tf3 e massa molecular. A purificação da Tf3 ocorreu 
em dois passos posteriores à cromatografia, ambos a 45°C. a) O gradiente foi de 0,5% de 
acetonitrila por minuto; em b) o gradiente foi de 0,25% por minuto. c) Resolução monoisotópica 
da molécula Tf3, com 7 cargas, obtida por micrOTOF-QII. 
 Tf4 
A toxina Tf4 foi coletada a 40% de acetonitrila, sendo a toxina com maior 
absorbância na cromatografia, e a mais abundante de acordo com a área abaixo da 
curva a 280nm. Foram necessários dois passos de recromatografia para purificação da 
toxina, onde apenas o segundo passo foi realizado a 45°C (Fig. 22a e 22b). Sua massa 
molecular monoisotópica teórica é de [M+H]+ 6.610,8914 Da e a massa molecular 
experimental média é de [M+H]+ 6.612 Da (Fig. 22c). A Tf4 foi a primeira toxina descrita 
de T. fasciolatus Wagner et al., 2003). 





Figura 22. Recromatografias da toxina Tf4. A obtenção da toxina Tf4 foi realizada em dois 
passos. Em A) o gradiente de acetonitrila foi de 0,5% de B, à temperatura ambiente; em B) o 
gradiente foi de 0,25% de B, a 45 °C. c) Massa molecular média da molécula Tf4, obtida 
MALDI/TOF-MS. 
 Fração 63 
A fração 63 contém, majoritariamente, um peptídeo de massa molecular média 
6.853 Da, encontrado apenas na análise proteômica. As toxinas identificadas pela 
biblioteca não possuem massa molecular similar. Um fragmento de 20 resíduos de 
aminoácidos (Fig.23), identificado por ISD, sugere que esta toxina tem sequência 
similar à Tf4. Por eluírem ao lado uma da outra, é esperado que possuam 
características hidrofóbicas semelhantes, o que justificou a utilização dessa fração para 
o ensaio em canais Nav. Moléculas como as NaScTxs, que possuem mais de 60 




resíduos de aminoácidos e ligações dissulfeto, geralmente necessitam ser digeridas 
para terem suas sequências de resíduos de aminoácidos identificadas. A diminuta 




Figura 23. Alinhamento de fragmento  da fração 63. Alinhamento entre um fragmento de 20 
resíduos de aminoácidos identificados na fração 63 e a Tf4, mostram a similaridade entre as 









6.4. Atividade Biológica  
As toxinas purificadas e a fração 63 foram submetidas a um screening para 
identificar suas atividades sobre canais de Na+. Todas foram testadas no sistema de 
Voltage clamp de dois eletrodos (TEVC), em um sistema de expressão heteróloga em 
oócitos de Xenopus laevis. Os canais expressos foram os hNav1.1 a 1.7, e rNav1.8. O 
erro padrão está identificado como barras nas figuras 24, 25, 26 e 27, e um teste-t foi 
realizado, sendo considerado p<0,05. Além disso, a toxina Tf4 foi testada em larvas de 
Spodoptera frugiperda.   
A atividade da toxina Tf2 sobre as oito isoformas de canais de Nav de mamíferos 
revela que a 1 µM, a toxina não influencia as correntes dos canais Nav1.1-1.2, 1.4-1.8 
(Fig. 23). No entanto, a ativação do canal hNav1.3 é dramaticamete influenciada. A 
1µM, a toxina muda a dependência de ativação em ~16 mV (V1/2 de -33,1 ± 0.2 mV 
para -49,3 ± 0,5 mV; slopes 3,4 ± 0,2 e 8,9 ± 0,5), enquanto a inativação rápida não é 
afetada.   
O efeito observado pela aplicação de 1µM da Tf2 em hNav1.3, promovendo a 
abertura do canal em potencial mais negativo, se assemelha ao efeito evocado pela 
Ts2 (Cologna et al, 2012). No entanto, a Ts2 aparentemente promove uma ação de 
retardamento no fechamento do canal (efeito de α-NaScTx), mas não apenas em 
hNav1.3, mas também em outras isoformas do canal. Sendo assim, a atividade da Tf2 
aparenta ser única dentre as β-NaScTxs e pode ser valiosa para futuras pesquisas com 
hNav1.3.  
As β-NaScTxs são reconhecidas como toxinas que se ligam ao sítio 4 dos 
canais de sódio (Stevens et al., 2011), provocando uma ativação dos canais em 




potenciais mais negativos. A Tf2 é a  primeira toxina  de escorpião do tipo β, descrita 
da peçonha de T. fasciolatus. Diferentemente de outras  β-NaScTxs relacionadas 
(Pinheiro et al., 2003, Saucedo et al., 2012, Cologna et al., 2009, Sampaio et al., 1991, 
Cohen et al., 2005), a Tf2 preferencialmente potencializa a abertura do canal hNav1.3, 
resultando em uma mudança dramática na voltagem de ativação. Como resultado, a 
aplicação de 1 µM de Tf2 em hNav1.3 pode promover a abertura do canal em voltagens 
de repouso, efeito que pode ser prejudicial para o organismo envenenado.   
As β-NaScTxs interagem principalmente com o motivo S3B-S4 no interior do 
sensor de voltagem, do domínio II em canais Nav  (Campos et al., 2007, Cestele et al., 
1998). Esta região difere em dois resíduos de aminoácidos entre hNav1.3 e as outras 
duas isoformas do sistema nervoso central hNav1.1 e 1.2 (F/A, em hNav1.1-2 e E/S em 
hNav1.3), o que pode contribuir para um aumento da suscetibilidade de hNav1.3 à Tf2. 
Apesar dos motivos estruturais do domínio I serem idênticos nessas três isoformas 
neuronais dos canais de Nav, regiões similares nos sensores de voltagem dos domínios 
III e IV podem também contribuir para a atividade da toxina. Os resíduos de aminoácido 
de outras regiões do canal Nav também podem contribuir para a sensibilidade à toxina 
(Song et al., 2011, Zhang et al., 2011). 





Figura 24. Avaliação da atividade da toxina Tf2 em diferentes canais de Na+ e suas 
respectivas GVs. Efeito da aplicação de 1 µM da toxina Tf2 em Navs expressos em X. laevis. 
Na coluna da esquerda é apresentado um exemplo de traço experimental. Potencial de 
repouso  de -90mV. Em preto observa-se o controle; em vermelho, observa-se o registro após 
a aplicação da toxina. À direita, observa-se a relação condutância (G)/ voltagem(V) antes e 
após a aplicação da toxina. À 1µM a Tf2 influencia apenas o canal Nav1.3, p<0,05, promovendo 
a ativação do canal em um potencial mais negativo. Os dados estão representados com o erro 
padrão, e n≥3. 




A toxina Tf3 mostrou-se ativa nos canais hNav1.1 a 1.7 (Fig. 25), com efeito na 
inativação dos canais, de forma semelhante à toxina Tf4 (Fig. 26). Porém, a Tf3 é mais 
rápida que a Tf4 (Fig. 26). A toxina Tf3 possui identidade de 53% com a Kurtoxina 
(Chuang et al., 1998), uma α-NaScTx, que também foi utilizada como molde para a 
modelagem molecular desta toxina (Fig. 28). Além da atividade em canais de Na+, a 
Kurtoxina é ativa em canais de Ca++ (Cav3.1 e Cav3.2), com alta afinidade, indicando 
que a Tf3 também pode ter esses canais como alvo molecular. 





Figura 25. Avaliação da atividade da toxina Tf3 em diferentes subtipos de canais de Na+ e 
suas respectivas GVs. Efeito da aplicação de 1 µM da toxina Tf3 em Navs expressos em X. 
laevis. Na coluna da esquerda é apresentado um exemplo de traço experimental. Potencial de 
repouso  de -90mV. Em preto observa-se o controle; em vermelho, observa-se o registro após 
a aplicação da toxina. À direita, observa-se a relação condutância (G)/ voltagem(V), antes e 
após a aplicação da toxina. À 1µM a Tf3 influencia os canais Nav1.1 a  Nav 1.7, p<0,05,  e não 
afeta o canal Nav1.8. O efeito observado de aumento na amplitude das correntes e de retardo 
na inativação do canal é característico de α-NaScTxs. Os dados estão representados com o 
erro padrão, e n≥3. 




A exposição de larvas de lepidóptera S. frugiperda a diferentes concentrações 
da toxina Tf4 não provocou paralisia ou morte. A Tf4 é a toxina mais abundante da 
peçonha de T. fasciolatus, porém, os ensaios anteriores realizados por Wagner 2003, 
os dados obtidos pelo screening em canais Nav e em larvas não identificaram um alvo 
biológico específico. Apesar da alta similaridade com outras toxinas que atuam em 
canal de Na+ e a interação lenta com os canais Nav 1.2 e 1.7 (Fig. 26), propomos que o 
alvo biológico da Tf4 é distinto. Ou ainda, que a toxina precise de um maior tempo para 
interagir com o canal e atingir sua atividade máxima. Os ensaios de TEVC foram 
conduzidos de forma a esperar a toxina saturar o canal para o registro das correntes de 
Na+. Porém, mesmo após 2,5 – 5 minutos os canais nos quais foi aplicada a Tf4 não 
chegaram à saturação, ao contrário do que ocorre com a Tf3, que saturou os canais 
logo após sua aplicação.  A Tf4 possui 79% de identidade com a Ts4, peptídeo 
considerado não-tóxico, isolado de T. serrulatus (Guatimosim et al., 1999). A Ts4 induz 
reação alérgica como lacrimação, espasmos e induz a liberação dose-dependente de 
neurotransmissores nos sinaptossomas (GABA ou Glu) (Marangoni et al., 1990, 
Sampaio et al., 1996). Além disso, mostrou-se que anticorpos anti-Ts4 são capazes de 
reconhecer e neutralizar os efeitos da peçonha de T. serrulatus (Chavez-Olortegui et 
al., 1997).  





Figura 26. Avaliação da atividade da toxina Tf4 em diferentes canais de Na+ e suas 
respectivas GVs. Efeito da aplicação de 1 µM da toxina Tf4 em Navs expressos em X. laevis. 
Na coluna da esquerda é apresentado um exemplo de traço experimental. Potencial de 
repouso de -90mV. Em preto observa-se o controle; em vermelho, observa-se o registro após a 
aplicação da toxina. À direita, observa-se a relação condutância (G)/ voltagem(V) antes e após 
a aplicação da toxina. À 1µM a Tf4 influencia, p<0,05, apenas os canais Nav1.2 e Nav 1.7. Os 
dados estão representados com o erro padrão, e n≥3.  




O canal rNav1.8 não foi afetado por nenhuma das toxinas e fração testadas. A 
fração 63 possui como composto majoritário com massa molecular média de 6.853 Da, 
porém a mesma não foi identificada na biblioteca transcritômica. Para ajustar a 
concentração da fração à aproximadamente 1µm, considerou-se a massa molecular 
majoritária como massa molecular única. Por eluir entre frações que contêm toxinas 
que atuam em canal de Na+, o screening foi realizado para identificar o possível alvo 
biológico. O pequeno segmento de 20 resíduos de aminoácido identificado por MS/MS, 
indicou que este composto é similar à Tf4, apresentando atividade significativa apenas 
em Nav1.7 (Fig. 27). 





Figura 27. Avaliação da atividade da fração 63 em diferentes canais de Na+ e suas 
respectivas GVs. Efeito da aplicação de aproximadamente 1 µM da fração 63 em Navs 
expressos em X. laevis. Na coluna da esquerda é apresentado um exemplo de traço 
experimental. Potencial de repouso de -90mV. Em preto observa-se o controle; em vermelho, 
observa-se o registro após a aplicação da fração. À direita, observa-se a relação condutância 
(G)/ voltagem(V) antes e após a aplicação da toxina. À concentração aplicada, a fração 63 
influencia, p<0,05, apenas o canal Nav1.7. Os dados estão representados com o erro padrão, e 
n≥3. 
  




6.5. Modelos por homologia 
As toxinas purificadas e identificadas neste trabalho foram modeladas de forma 
a promover uma visualização das principais características eletrostáticas de cada uma 
das moléculas. Por meio de simples observação das estruturas apresentadas nas 
figuras 28 e 29, percebe-se que as toxinas do gênero Tityus Tf2, Tf3, Tf4, Ts1 e Ts2 
possuem uma estrutura mais similar entre si do que quando comparadas às outras 
toxinas isoladas de escorpiões de outros gêneros (Css2, Css4 e AaH2). Apesar das 
similaridades, as afinidades toxina-canal são muito variáveis. 
Algumas características podem ser consideradas relevantes para a ação de 
toxinas em canais de Na+, na chamada face A: um potencial eletrostático positivo na 
posição 1 N-terminal, um potencial negativo na posição 2 N-terminal, um grupo 
positivamente carregado na posição 12 para as β-NaScTxs ou na posição 58 para as 
α-NaScTx e um grupamento aromático conservado (Polikarpov et al., 1999). 
A figura 28 ilustra a comparação entre as α-NaScTx Tf3, Tf4 e AaH2. A toxina 
AaH2 (PDB ID 1AHO,  (Housset et al., 1994)) foi adicionada como parâmetro por ser 
considerada uma α-NaScTx modelo e por ter um trabalho de mutagênese (Karbat et al., 
2004), permitindo uma visão dos resíduos de aminoácidos que são mais relevantes 
para sua atividade sobre canais de Na+. A AaH2 é uma α-NaScTx anti-mamífero, 
possui 63 resíduos de aminoácidos e foi isolada do escorpião africano Androctonus 
australis (Rochat et al., 1972). Sua atividade contra insetos foi testada após a mutação 
de uma glicina (G) na posição 16, por uma fenilalanina (F), tornando-a ativa contra 
inseto e inócua em mamífero. Na posição 17, a Tf3 possui um resíduo de fenilalanina 
(F), sugerindo que esta toxina possa agir em insetos. A sua inespecificidade em canais 




de Na+, agindo em em hNavs 1.1-1.7, inviabiliza sua utilização como agente inseticida, 
mas a mutação de alguns resíduos poderia tornar esta possibilidade viável. A toxina 
Tf4 possui uma (F) na posição 18, porém o ensaio in vivo demonstrou inatividade em 
larvas de Lepdoptera frugiperda. 
Quando as faces A das toxinas Tf3 e Tf4 são comparadas entre si, observa-se 
uma distribuicão de cargas pouco similares em suas superfícies, sendo que a Tf3 se 
assemelha mais à AaH2 neste sentido. Uma região mais carregada positivamente é 
observada em Tf3 e AaH2 (R61/K63 e R62/K58, respectivamente) enquanto a região 
correspondente da Tf4 apresenta resíduos negativos (C62/D56).  
Na face B, observa-se uma região mais negativa nas Tf3 (E8/ N59) e AaH2 (N8, 
N9, T13, H64), enquanto a Tf4 possui apenas uma carga negativa na mesma região (D8). 
Os resíduos básicos da região 32 (K32, K32, K30) parecem ser conservados nas três 
moléculas (Tf3, Tf4 e AaH2). As diferenças nos modelos das Tf3 e Tf4 justificam as 
diferenças nas atividades biológicas.  
 






Figura 28. Comparação dos potenciais eletrostáticos das α-NaScTxs Tf3, Tf4 e da AaHII. 
Em vermelho estão assinalados os resíduos de aminoácidos carregados negativamente, em 
azul, os com carga positiva e os brancos são neutros.  
Em comum, Tf3, Tf4 e AaH2 apresentam um centro carregado negativamente 
D3, E3 e D3, na face A, que também está presente nas β-toxinas (Fig. 29). Nas α-
NaScTxs, o resíduo carregado positivamente é encontrado na posição  58, sendo que 
nas moléculas da Fig. 28 as posições são K58 na AaH2, K55 na Tf3 e K61 na Tf4. A lisina 
na posição 58, uma característica conservada em α-NaScTx, como proposto por 












Figura 29. Comparação das sequências de aminoácidos da Tf2 com outras toxinas 
caracterizadas em canais de Na+ e potencial eletrostático da Tf2 com outras β-NaScTx 
descritas na literatura (Ts1, Css2, Css4) e com a Ts2. a) Múltiplo alinhamento de 
sequências, da Tf2 com outras toxinas de canais Nav.Na coluna da esquerda, as toxinas s~ao 
identificadas por seus nomes e códigos UniProt KB. Letras maiúsculas denotam aminoácidos. 
h, hidrofóbico; s, pequeno; b, grande; p, polar; t, pequena; a, aromático; l, alifático. Positivos 
(+) e negativos (-). Resíduos de cisteína (C) estão marcados em preto.  aa aminoácido e a 
identidade está representada por Id%. b) Vermelhos possuem carga negativa, Azuis carga 








A toxina Tf2 é idêntica à Tb2-II, uma toxina do escorpião Tityus bahiensis,  que é 
letal após injeção em mamíferos e insetos (Pimenta et al., 2001a). No entanto, o alvo 
molecular de Tb2-II ainda não foi identificado. A Tf2 é 95% idêntica à Ts2 (diferença de 
3 resíduos de aminoácidos), uma toxina de T. serrulatus que inibe a inativação rápida 
de Nav1.2, Nav1.3, Nav1.5, Nav1.6 e Nav1.7, mas não afeta Nav1.4 ou Nav1.8 (Cologna 
et al., 2012). Interessantemente, a Ts2 também muda a dependência de voltagem de 
ativação de Nav1.3 para potenciais mais negativos (β-NaScTx).  
O alinhamento de sequências da figura 29a foi realizado com toxinas testadas 
em canais iônicos dependentes de voltagem, expressos em sistema heterólogo, bem 
como exemplos representativos de toxinas das quais as estruturas 3D foram 
determinadas. A comparação das sequências permite visualizar as diferenças e 
semelhanças entre essas toxinas, permitindo inferências sobre a importância de 
determinados resíduos de aminoácidos. Por exemplo, em Tf2, Tb2-II, e Ts2, um cluster 
conservado de resíduos aromáticos formados por Y4, Y37, Y44, Y46, W40 e W55 foi 
observado (Fig. 29a), que é conhecido por ser uma característica importante para a 
atividade das β-NaScTxs (Pedraza Escalona and Possani, 2013, Polikarpov et al., 
1999). 
Devido ao seu padrão de seletividade ímpar, é interessante considerar os 
possíveis mecanismos de ação da Tf2. A comparação das sequências de aminoácidos 
da Tf2 e Ts2 mostra três substituições (S20A, S50D, e N51H). Como resultado da 
substituição de S50D, a Ts2 tem uma carga global mais negativa que pode afetar a 
capacidade da toxina de interagir com o seu sítio de ligação, que pode estar localizado 
no interior da membrana lipídica. Em Ts1, o resíduo W50, equivalente aos H51 em Ts2 e 




N51 em Tf2, é crucial para a atividade de toxina (Polikarpov et al., 1999). Sendo assim, 
os diferentes efeitos entre as Tf2 e Ts2 nos canais Nav podem ocorrer devido a esta 
substituição ou devido à diferença de carga causada por S50D. Porém, a fim de elucidar 
os diferentes efeitos de Tf2 e Ts2 (apesar da grande similaridade de sequências e 
estruturas), e para sanar eventuais problemas de purificação de umas das toxinas, é 
necessário que estas sejam purificadas e testadas sob as mesmas condições, para 
excluir a possibilidade da atividade de algum contaminante em detrimento da toxina. 
Outra característica observada nas estruturas da figura 28 e 29b, é a presença 
de uma região positiva próximo do núcleo negativo E2, isto é, um resíduo de lisina 
situado na posição 1 para as β-NaScTx, e na posição 2 para a α-NaScTx.  
Comparando modelos da figura 29b,  os grupos carregados positivamente nas 
posições 1 e 12 (K12 para Tf2, Ts1 e Ts2, K13 para Css2 e Css4), bem como uma carga 
negativa na posição 2 são possíveis determinantes da atividade de β-NaScTx, 
corroborando a inferência de Polikarpov et al., 1999. Todas as toxinas β-NaScTx aqui 
analisadas possuem estas características, ainda que a Tf2 atue preferencialmente em 
hNav1.3, enquanto as outras não são específicas.  
As sequências primárias de Tf2 e Ts2 diferem em três resíduos (S20A, S50D e 
N51H) (Fig. 29), entre os quais só a substituição na posição 50 provoca uma alteração 
significativa no potencial eletrostático da molécula. A presença desse ácido aspártico 
gera um potencial negativo em Ts2, que também está presente na Ts1 (N49 resíduo na 
posição equivalente) (29b, face A). Quando se compara as estruturas da Ts1 com as 
de Tf2 e Ts2, observa-se um aumento e cargas positivamente carregadas proveniente 
de uma arginina na posição 25/56 e uma lisina na posição 30 (Fig. 29b). O alto grau de 




conservação de sequências e das estruturas de grupos carregados observados em Tf2, 
Ts1 e Ts2 na face A, sugere que este padrão estrutural pode ter um papel importante 
no reconhecimento e especificidade de uma determinada isoforma de Nav.  
As toxinas CssII e CssIV também possuem um resíduo ácido semelhante ao D50 
encontrado em Ts2 (E53 e E53) (Fig. 29b). Embora apresentando um potencial 
eletrostático diferente em comparação com Ts2 e Tf2, essas toxinas possuem resíduos 
de aminoácidos em posições equivalentes, como se observa no consenso do 
alinhamento (Fig 29a) e na face A das estruturas (Fig. 29b). Como esperado pelo seu 
elevado grau de similaridade, a face B da Tf2 e Ts2 possui potenciais eletrostáticos 
semelhantes. A comparação com  a face B da Ts1, mostra que esta é mais 
positivamente carregada devido à presença de resíduos R25, R56 e K30. Além disso, 
uma região ácida, geralmente na posição E28, pode ser visualizada na face B, em 
quase todas as toxinas, que é tida como uma região chave em toxinas de escorpião  
que atuam em Navs (Pedraza Escalona and Possani, 2013). No entanto, tanto Tf2 e 
Ts2 apresentam um resíduo aromático nesta posição (Y26). 
 De maneira geral a Tf2 possui todas as características importantes 
mencionados por Polikarpov et al. 1999, para a atuação em um canal Nav. Ou seja, um 
potencial eletrostático positivo na posição 1 (K1), um potencial negativo na posição 2 
(E2), um grupo carregado positivamente na posição 12 (K12) e um núcleo aromático 
expostos ao solvente (Y4, Y37, Y44, Y46, W40 e W55). Em todas as estruturas 
apresentadas, o resíduo negativo central (E2 ou D3/E3) é rodeado pelo núcleo 
aromático.  




Na face B, a Tf2 e Ts2 possuem um Y28 ao invés de E28. Como sugerido por 
Cohen et al. 2005, a neutralização da carga deste resíduo ácido resultou numa 
diminuição da afinidade da Css4 em três vezes. Talvez essa neutralização poderia 
representar um indício para a alta especificidade de Tf2 para hNav1.3. A Css2 e Css4 
também possuem todas estas características, mas o resíduo básico na posição 12 está 
na posição 13, que está localizado na face B, e não na face A como sugerido por 
Polikarpov et. al 1999. Apesar dessa diferença, os peptídeos mantêm sua atividade de 
β-NaScTx.  
  





Este trabalho possibilitou uma análise da composição da peçonha por meio da 
análise proteômica e transcritômica da glândula do escorpião Tityus fasciolatus. Os 
escorpiões representam um modelo evolucionário, uma vez que foram os primeiros 
animais a povoar o ambiente terrestre. Ao longo de milhões de anos, o processo 
evolutivo selecionou características que lhes conferiram sucesso adaptativo a 
diferentes ambientes e condições. Dentre suas ferramentas de sobrevivência, merece 
destaque a peçonha, um complexo arsenal de moléculas com diferentes alvos 
biológicos, cujas aplicabilidades vão além da defesa. 
As moléculas identificadas pela biblioteca transcritômica fornecem elementos 
sobre a evolução da composição da peçonha, assim como, melhor compreensão sobre 
a sintomatologia das picadas. As sequências identificadas corroboram a hipótese de 
um ancestral comum às toxinas moduladoras de canais de Na+. O total de 9.130 
transcritos compõem o acervo de sequências de nucleotídeos e resíduos de 
aminoácidos, que juntamente com a listagem de 212 massas moleculares com seus 
respectivos tempos de retenção, fornecem informações para estudos posteriores. Um 
total de 18 sequências de prováveis NaScTxs e 15 prováveis KTxs foram identificadas. 
A abordagem por screening eletrofisiológico em diferentes canais é uma aliada 
na compreensão de quais são os sítios com maior relevância tanto para seletividade 
como para a potência de uma toxina. Resta, então, a possibilidade de estudos de 
mutagênese e in silico para que a importância de alguns resíduos de aminoácidos seja 
corroborada ou refutada. Este trabalho permitiu a descrição da toxina Tf2, que possui 
alta especificidade ao subtipo de canal hNav1.3. Ademais, um estudo de mutagênese 




comparativo poderia elucidar a característica única da atividade biológica dessa 
molécula. A toxina Tf3 atua em vários canais de Na+, de maneira inespecífica, porém 
com ação rápida quando comparada à Tf4. Esta, por sua vez, tem ação mais específica 
e lenta nos hNav1.2 e hNav1.7. A fração 63 atua lentamente em hNav1.7. 
   





 Refinamento dos dados obtidos através da biblioteca transcritômica. 
 Sequências nucleotídicas poderão ser subclonadas em vetores de expressão, 
para produção de toxinas e posterior caracterização biológica.  
 Purificação das toxinas que provavelmente atuam em canais de Na+ e K+, e 
testá-las em sistema de Patch clamp para identificar seus alvos biológicos. 
 Ensaios in vivo com a toxina Tf2. 
 Busca de outros alvos biológicos para a Tf4. 
 Refinamento da atividade da Tf3 sob os diferentes canais de Na+, com menores 
concentrações e análise do seu efeito em canais de Ca++. 
 Purificação e caracterização dos peptídeos que compõem a fração 63. 
 Ensaios das toxinas com canais de insetos, para avaliar suas atividades sobre 
esses organismos. 
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Contigs que codificam toxinas, com o nome do contig, tradução códon-aminoácido (nn/aa), provável massa molecular (levando em 
consideração as pontes dissulfeto, e quando existir sinal GKK no C-terminal , e a presença de amidação ) e número de contigs que 
codificam a mesma molécula (#contigs). As toxinas apresentadas a seguir foram inferidas a partir de sequência nucleotídica obtida 
pela biblioteca transcritômica, e somente as que tinham peptídeo sinal, toxina madura e stop códon estão na tabela. O peptídeo 
sinal está em negrito, os pró-peptídeos estão em duplo sublinhado, as toxinas maduras estão em sublinhado simples e o 
processamento pós-traducional está em itálico. Os parâmetros foram obtidos por similaridade e programas auxiliares. 
Nome nn/aa Provável massa 
molecular [M+H]+ # contigs 
Putativas NaScTx 
















1     GTT TTT ACC GTT CCA AAT TAA TTA AAT TGT ATC TTT TCT GAA AAA   45 
46    ACT AAC GAA GAA CAT TCG ATC CGA ACG ATG AAA GGA ATG ATC TTG   90 
16     T   N   E   E   H   S   I   R   T   M   K   G   M   I   L    30 
 
91    TTT ATT AGC TGC TTA TTG CTG ATC GAC ATT GTC GTA GGA GGC AAA   135 
31     F   I   S   C   L   L   L   I   D   I   V   V   G   G   K    45 
 
136   GAA GGT TAT CCA GCG GAT TCC AAA GGT TGC AAA GTT ACT TGT TTT   180 
46     E   G   Y   P   A   D   S   K   G   C   K   V   T   C   F    60 
 
181   TTT ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA GAA TGC AAA CTG AAA AAG   225 
61     F   T   G   V   G   Y   C   D   T   E   C   K   L   K   K    75 
 
226   GCA TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG GCG TGT TAC TGC TAC GGG   270 
76     A   S   S   G   Y   C   A   W   P   A   C   Y   C   Y   G    90 
 
271   CTT CCA GAT TCA GTG CCA GTT TAT GAT AAT GCT TCG AAT AAA TGT   315 
91     L   P   D   S   V   P   V   Y   D   N   A   S   N   K   C    105 
 
316   AAC AAA AAA TAA ATT TGT CAT CAC TGA AAT CCC TTC ACA AAT GAA   360 
106    N   K   K   *    
 









1     CAA TGA GGA AGG AGA CCA ACC GAT TAA ACA GTA TAT AAT CGG AGA   45
  
46    TTT TAC AGT TCG AAA TTA ATT AAA TCG TCT CTT TTC TGA AAA TCT   90 
91    AAC GAA GAA GAA TCG ATC TGA ACG ATG AAA CGA ATG ATC TTG TTT   135 
31     N   E   E   E   S   I   *   T   M   K   R   M   I   L   F    45 
 
136   ATT AGC TGC TTA TTG CTG ATC GAC ATT GTC GTA GGA GGC AAA GAA   180 
46     I   S   C   L   L   L   I   D   I   V   V   G   G   K   E    60 
 
181   GGT TAT CCA GCG GAT TCC AAA GGT TGC AAA GTT ACT TGT TTT TTT   225 
61     G   Y   P   A   D   S   K   G   C   K   V   T   C   F   F    75 
 
226   ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA GAA TGC AAA CTG AAA AAG GCA   270 
76     T   G   V   G   Y   C   D   T   E   C   K   L   K   K   A    90 
 
271   TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG GCG TGT TAC TGC TAC GGG CTT   315 
91     S   S   G   Y   C   A   W   P   A   C   Y   C   Y   G   L    105 
 
316   CCA GAT TCA GTG CCA GTT TAT GAT AAT GCT TCG AAT AAA TGT AAC   360 
106    P   D   S   V   P   V   Y   D   N   A   S   N   K   C   N    120 
 
6.637,92 3 




361   AAA AAA TAA ATT TGT CAT CAC TGA AAT CCC TTC ACA AAT GAA CTG   405 
121    K   K   *    
 





2     AAT GAG GAA GGA GAC CAA CCG ATT AAA CAG TAT ATA ATC GGA GAT   46 
47    TTT ACA GTT CGA AAT TAA TTA AAT CGT CTC TTT TCT GAA AAT CTA   91 
92    ACG AAG AAG AAT CGA TCT GAA CGA TGA AAC GAA TGA TCT TGT TTA   136 
137   TTA GCT GCT TAT TGC TGA TCG GCA TTG TCG TAG AAT GTA AAG AAG   181 
182   GTT ACC TCA TGG ATC ACG AAG GTT GCA AAC TTA GTT GCT TTA TCA   226 
227   GAC CAT CGG GAT ACT GCG GCA GTG AAT GCA AAA TTA AAA AGG GCT   271 
272   CAT CGG GCT ATT GCG CCT GGC CAT AGC TGC TTA TTG CTG ATC GAC   316 
91     H   R   A   I   A   P   G   H   S   C   L   L   L   I   D    105 
 
317   ATT GTC GTA GGA GGC AAA GAA GGT TAT CCA GCG GAT TCC AAA GGT   361 
106    I   V   V   G   G   K   E   G   Y   P   A   D   S   K   G    120 
 
362   TGC AAA GTT ACT TGT TTT TTT ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA   406 
121    C   K   V   T   C   F   F   T   G   V   G   Y   C   D   T    135 
 
407   GAA TGC AAA CTG AAA AAG GCA TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG   451 
136    E   C   K   L   K   K   A   S   S   G   Y   C   A   W   P    150 
 
452   GCG TGT TAC TGC TAC GGG CTT CCA AAT TGG GTG AAA GTT TGG GAG   496 
151    A   C   Y   C   Y   G   L   P   N   W   V   K   V   W   E    165 
 
497   AGA GCA ACG AAC AGA TGT GGC AAA AAA TAA ATT TGT TTC ACT GAA   541 
166    R   A   T   N   R   C   G   K   K   *  
   

















1     GTT TTT ACC GTT CCA AAT TAA TTA AAT TGT ATC TTT TCT GAA AAA   45 
46    ACT AAC GAA GAA CAT TCG ATC CGA ACG ATG AAA GGA ATG ATC TTG   90 
16     T   N   E   E   H   S   I   R   T   M   K   G   M   I   L    30 
 
91    TTT ATT AGC TGC TTA TTG CTG ATC GGC ATT GTC GTA GAA TGT AAA   135 
31     F   I   S   C   L   L   L   I   G   I   V   V   E   C   K    45 
 
136   GAA GGT TAC CTC ATG GAT CAC GAA GGT TGC AAA CTT AGT TGC TTT   180 
46     E   G   Y   L   M   D   H   E   G   C   K   L   S   C   F    60 
 
181   ATC AGA CCA TCG GGA TAC TGC GGC AGT GAA TGC AAA ATT AAA AAG   225 
61     I   R   P   S   G   Y   C   G   S   E   C   K   I   K   K    75 
 
226   GGC TCA TCG GGC TAT TGC GCC TGG CCA GCG TGT TAC TGC TAC GGG   270 
76     G   S   S   G   Y   C   A   W   P   A   C   Y   C   Y   G    90 
 









91     L   P   N   W   V   K   V   W   E   R   A   T   N   R   C    105 
 
316   GGC AAA AAA TAA ATT TGT TTC ACT GAA AAC CCT TTA CAA ATG AAC   360 
106    G   K   K   *    
 









3     TTC AGA CGT GTG CTC TTC CGA TCT ATG ATT TAC TCG ATT ATG ATT   47 
1      F   R   R   V   L   F   R   S   M   I   Y   S   I   M   I    15 
 
48    GCT ATT ACC TGT TTA TTG ATT GAA GGC ATC GAG AGT AAG AAA GAC   92 
16     A   I   T   C   L   L   I   E   G   I   E   S   K   K   D    30 
 
93    GGA TAT CCT GTG GAA TAT AAA AAC TGC GCC TTC GCC TGC AGC TAT   137 
31     G   Y   P   V   E   Y   K   N   C   A   F   A   C   S   Y    45 
 
138   GAT GAT GAG TAC TGC GAT AAA CTG TGC AAA GAC AAA AAG GCA GAC   182 
46     D   D   E   Y   C   D   K   L   C   K   D   K   K   A   D    60 
 
183   AGT GGA TAT TGT TAT TGG GTT CAC ATC ATC TGC TAC TGC TAT GGT   227 
61     S   G   Y   C   Y   W   V   H   I   I   C   Y   C   Y   G    75 
 
228   CTA CCT GAC AGC GAA CCA GTT AAG TAC AAT GGA AAA TGC AGA CCT   272 
76     L   P   D   S   E   P   V   K   Y   N   G   K   C   R   P    90 
 
273   GGT GGT GGT AAG AAG TAA ATA AGC CAC GTC GGA TAA TCG AGA ATA   317 
91     G   G   G   K   K   *    
 
318   CTT CGA GCG AGT ATT GCT GAT AAA TAA TGT CTG AGA AAA ACC TCT   362 





Frame  -2 
 
2     GAT GGT TCG TTC CGC GAC CTT TCC ACA GAT ATT AAA CCT CAG TTG   46 
47    CAA TAA AAA ACG ATA ATT AGC AGA AGA TAA ATA ATG AGC CGG GCG   91 
92    GAG GAG ACC CCA ATA ACT CGA ACA TTC GCC ATG AAT AAC TTC ATT   136 
31     E   E   T   P   I   T   R   T   F   A   M   N   N   F   I    45 
 
137   CTC TTG GTC GTC GTT TGC TTA GTG ACC GCG GGC ACG GAG GGC AAG   181 
46     L   L   V   V   V   C   L   V   T   A   G   T   E   G   K    60 
 
182   AAA GAC GGA TAC CCG GTG AAA CAC GAT AAC TGC GGC TAC ATT TGC   226 
61     K   D   G   Y   P   V   K   H   D   N   C   G   Y   I   C    75 
 
227   TGG AAC TAC GAC AAC GAA TTC TGC GAT AAG CTA TGC AAA GAC AAG   271 
76     W   N   Y   D   N   E   F   C   D   K   L   C   K   D   K    90 
 
272   AAA GCT GAC AGC GGA TAC TGC TAC TGG CTT CAC ATC CTC TGC TAC   316 
91     K   A   D   S   G   Y   C   Y   W   L   H   I   L   C   Y    105 
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317   TGC TAC GGG CTT CCC GAT GGC GAA CCC ATC AAA ACC TTC GGA ACA   361 
106    C   Y   G   L   P   D   G   E   P   I   K   T   F   G   T    120 
 
362   TGC AGA TCC GGA AAG AAG TAA ACC AGC CGC CTG TTG GTC CCA GAT   406 
121    C   R   S   G   K   K   *    
 






3     CTT CCG ATC TGA AAA TCT AAC GAA GTA GAA TCG ATC TGA ACG ATG   47 
48    AAA CGA ATG ATC TTG TTT ATT AGC TGC TTA TTG CTG ATC GGC ATT   92 
16     K   R   M   I   L   F   I   S   C   L   L   L   I   G   I    30 
 
93    GTC GTA GAA TGT AAA GAA GGT TAC CTT AGC TGC TTA TTG CTG ATC   137 
31     V   V   E   C   K   E   G   Y   L   S   C   L   L   L   I    45 
 
138   GAC ATT GTC GTA GGA GGC AAA GAA GGT TAT CCA GCG GAT TCC AAA   182 
46     D   I   V   V   G   G   K   E   G   Y   P   A   D   S   K    60 
 
183   GGT TGC AAA CTT ACT TGT TTT TTT ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT   227 
61     G   C   K   L   T   C   F   F   T   G   V   G   Y   C   D    75 
 
228   ACA GAA TGC AAA CTG AAA AAG GCA TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG   272 
76     T   E   C   K   L   K   K   A   S   S   G   Y   C   A   W    90 
 
273   CCG GCG TGT TAC TGC TAC GGG CTT CCA GAT TCA GCG TCA GTT TGG   317 
91     P   A   C   Y   C   Y   G   L   P   D   S   A   S   V   W    105 
 
318   GAC AGT GCT ACG AAT AAA TGT GGC AAA AAA TAA ATT TAT CAT TAC   362 
106    D   S   A   T   N   K   C   G   K   K   *    
 
363   TGA AAT CCC TTT ACA ATG AAC TGT AAT AAG TTT GGG AAA AAT AAA   407 
408   TAA AGT TCG CAT TAA ATT ACT AAA AAA AAA AAA AAA AAA CAA AAA   452 






2     GTG CTC TTC CGA TCT TAA CGA CGT AGA ATC GAT CTG AAC GAT GAA   46 
1      V   L   F   R   S   *   R   R   R   I   D   L   N   D   E    15 
 
47    ACG AAT GAT CTT GTT TAT TAG CTG CTT ATT GCT GAT CGG CAT TGT   91 
16     T   N   D   L   V   Y   *   L   L   I   A   D   R   H   C    30 
 
92    CGT AGA ATG TAA AGA AGG TTA CCT CAT GGA TCA CGA AGG TTG CAA   136 
31     R   R   M   *   R   R   L   P   H   G   S   R   R   L   Q    45 
 
137   ACT TAG TTG CTT TAT CAG ACC ATC GGG ATA CTG CGG CAG TGA ATG   181 
46     T   *   L   L   Y   Q   T   I   G   I   L   R   Q   *   M    60 
 
182   CAA AAT TAA AAA GGG CTC ATC GGG CTA TTG CGC CTG GCC ATT ATT   226 
61     Q   N   *   K   G   L   I   G   L   L   R   L   A   I   I    75 
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227   AGC TGC TTA TTG CTG ATA GAC ATT GTC GTA GGA GGC AAA GAA GGT   271 
76     S   C   L   L   L   I   D   I   V   V   G   G   K   E   G    90 
 
272   TAT CCA GCG GAT TCC AAA GGT TGC AAA CTT ACT TGT TTT TTT ACA   316 
91     Y   P   A   D   S   K   G   C   K   L   T   C   F   F   T    105 
 
317   GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA GAA TGC AAA CTG AAA AAG GCA TCA   361 
106    G   V   G   Y   C   D   T   E   C   K   L   K   K   A   S    120 
 
362   TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG GCG TGT TAC TGC TAC GGG CTT CCA   406 
121    S   G   Y   C   A   W   P   A   C   Y   C   Y   G   L   P    135 
 
407   GAT TCA GTG CCA GTT TAT GAT AAT GCT TCG AAT AAA TGT AAC AAA   451 
136    D   S   V   P   V   Y   D   N   A   S   N   K   C   N   K    150 
 
452   AAA TAA ATT TGT CAT CAC TGA AAT CCC TTC ACA AAT GAA CTG TAA   496 
151    K   *    





3     CTA ACG AAG TAG AAT CGA TCT GAA CGA TGA AAC GAA TGA TCT TGT   47 
1      L   T   K   *   N   R   S   E   R   *   N   E   *   S   C    15 
 
48    TTA TTA GCT GCT TAT TGC TGA TCG GCA TTG TCG TAG AAT GTA AAG   92 
16     L   L   A   A   Y   C   *   S   A   L   S   *   N   V   K    30 
 
93    AAG GTT ACC TGC TGC TTA TTG CTG ATC GAC ATT GTC GTA GGA GGC   137 
31     K   V   T   C   C   L   L   L   I   D   I   V   V   G   G    45 
 
138   AAA GAA GGT TAT CCA GCG GAT TCC AAA GGT TGC AAA CTT ACT TGT   182 
46     K   E   G   Y   P   A   D   S   K   G   C   K   L   T   C    60 
 
183   TTT TTT ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA GAA TGC AAA CTG AAA   227 
61     F   F   T   G   V   G   Y   C   D   T   E   C   K   L   K    75 
 
228   AAG GCA TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG GCG TGT TAC TGC TAC   272 
76     K   A   S   S   G   Y   C   A   W   P   A   C   Y   C   Y    90 
 
273   GGG CTT CCA GAT TCA GCG TCA GTT TGG GAC AGT GCT ACG AAT AAA   317 
91     G   L   P   D   S   A   S   V   W   D   S   A   T   N   K    105 
 
318   TGT GGC AAA AAA TAA ATT TAT CAT CAC TGA AAT CCC TTT ACA AAT   362 
106    C   G   K   K   *    
363   GAA TGT AAT AAA TTT GGC AAA AAA AAA AAA AAT AGT TCG TCT TGC   407 







3     GAC GAT GGC ATT AGA GAT CCA ACT AAC TAA AGC GCC TTG TCG AAT   47 
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Frame -3 48    ATC GAA GAT CCA CAA ATA ACG AAG ATG ATT TAC TCG ATT ATG ATT   92 
16     I   E   D   P   Q   I   T   K   M   I   Y   S   I   M   I    30 
 
93    GCT ATT ACC TGT TTA TTG ATT GAA GGC ATC GAG AGT AAG AAA GAC   137 
31     A   I   T   C   L   L   I   E   G   I   E   S   K   K   D    45 
 
138   GGA TAT CCT GTG GAA TAT AAA AAC TGC GCC TTC GCC TGC AGC TAT   182 
46     G   Y   P   V   E   Y   K   N   C   A   F   A   C   S   Y    60 
 
183   GAT GAT GAG TAC TGC GAT AAA CTG TGC AAA GAC AAA AAG GCA GAC   227 
61     D   D   E   Y   C   D   K   L   C   K   D   K   K   A   D    75 
 
228   AGT GGA TAT TGT TAT TGG GTT CAC ATC ATC TGC TAC TGC TAT GGT   272 
76     S   G   Y   C   Y   W   V   H   I   I   C   Y   C   Y   G    90 
 
273   CTA CCT GAC AGC GAA CCA GTT AAG TAC AAT GGA AAA TGC AGA CCT   317 
91     L   P   D   S   E   P   V   K   Y   N   G   K   C   R   P    105 
 
318   GGT GGT GGT AAG AAG TAA ATA AGC CAC GTC GGA TAA TCG AGA ATA   362 
106    G   G   G   K   K   *    
 
363   CTT CGA GCG AGT ATT GCT GAT AAA TAA TGT CTG AGA AAA ACC TCT   407 





2     CTC TTC CGA TCT CGA CGT AGA ATC GAT CTG AAC GAT GAA ACG AAT   46 
1      L   F   R   S   R   R   R   I   D   L   N   D   E   T   N    15 
 
47    GAT CTT GTT ATT AGC TGC TTA TTG TTG ATC GAC ATT GTC GTA GGA   91 
16     D   L   V   I   S   C   L   L   L   I   D   I   V   V   G    30 
 
92    GGC AAA GAA GGT TAT CCA GTG GAT TCC AGA GGT TGC AAA CTT ACT   136 
31     G   K   E   G   Y   P   V   D   S   R   G   C   K   L   T    45 
 
137   TGT TTT TTT ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA GAA TGC AAA CTG   181 
46     C   F   F   T   G   V   G   Y   C   D   T   E   C   K   L    60 
 
182   AAA AAG GCA TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG GCG TGT TAC TGC   226 
61     K   K   A   S   S   G   Y   C   A   W   P   A   C   Y   C    75 
 
227   TAC GGG CTT CCA GAT TCA GCG TCA GTT TGG GAC AGT GCT ACG AAT   271 
76     Y   G   L   P   D   S   A   S   V   W   D   S   A   T   N    90 
 
272   AAA TGT GGC AAA AAA TAA ATT TAT CAT CAC TGA AAT CCC TTT ACA   316 
91     K   C   G   K   K   *    
 





 >contig_M12_1409 Toxin-like TcoNTxP1  Frame = -1 
 
1     ATT AGC TGC TTA TTG TTG ATC GAC ATT GTC GTA GGA GGC AAA GAA   45 
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1      I   S   C   L   L   L   I   D   I   V   V   G   G   K   E    15 
 
46    GGT TAT CCA GTG GAT TCC AGA GGT TGC AAA CTT ACT TGT TTT TTT   90 
16     G   Y   P   V   D   S   R   G   C   K   L   T   C   F   F    30 
 
91    ACA GGT GTG GGA TAC TGC GAT ACA GAA TGC AAA CTG AAA AAG GCA   135 
31     T   G   V   G   Y   C   D   T   E   C   K   L   K   K   A    45 
 
136   TCA TCG GGC TAT TGC GCG TGG CCG GCG TGT TAC TGC TAC GGG CTT   180 
46     S   S   G   Y   C   A   W   P   A   C   Y   C   Y   G   L    60 
 
181   CCA AAT TGG GTG AAA GTT TGG GAG AGA GCA ACG AAC AGA TGT GGC   225 
61     P   N   W   V   K   V   W   E   R   A   T   N   R   C   G    75 
 
226   AAA AGT TAA ATT TGT TTC ACT GAA AAC CCT   255 





2     AGG ATG AAG TCG GCC CTG GCA GTT GTT CTG TTA TTT TTG TTG TTG   46 
1      R   M   K   S   A   L   A   V   V   L   L   F   L   L   L    15 
 
47    GAA ATG GAA AAA GGA GAG GCG AAA GAC GGT TAC GCC GTA GGT GGC   91 
16     E   M   E   K   G   E   A   K   D   G   Y   A   V   G   G    30 
 
92    GAT CGC TGT CGA GTT CGA TGC AGT CCA CTA GGA AAA AAT AAG GAT   136 
31     D   R   C   R   V   R   C   S   P   L   G   K   N   K   D    45 
 
137   TGC GAG ACG GCT TGT AGA AAG AAA GCC GGA AGC TAC TAC GGA TAT   181 
46     C   E   T   A   C   R   K   K   A   G   S   Y   Y   G   Y    60 
 
182   TGC TAC CTC TGG TTC TGC TAT TGC GAG AAT GTT AGC AAA TCC GCG   226 
61     C   Y   L   W   F   C   Y   C   E   N   V   S   K   S   A    75 
 
227   GTT GTT TGG GGA AAT CCC ACT CTC GGA CCA TGT CTT TCC GAC GGA   271 
76     V   V   W   G   N   P   T   L   G   P   C   L   S   D   G    90 
 
272   TAA GTC ACG CTA CCC AGA GTA GTA GTT TCT ATA AAA GAG TGA TCT   316 
91     *    
 
317   GGA ATT ATA AGC GCG TCA CCT AAT TAA TGT GTA ATG TTT CCT GGA   361 














1     AAT ATG TTT AAG CTG GAA ATA ATT CTG GCA CTC CTA TTC TTT GGA   45 
1      N   M   F   K   L   E   I   I   L   A   L   L   F   F   G    15 
 
46    GCG AGA GCG GGG GAT GTA AGA GAT GGT TAC CCA ATA CTT TCA GAT   90 
16     A   R   A   G   D   V   R   D   G   Y   P   I   L   S   D    30 
 
91    GGC TGC AAG TAT ACT TGC AAA CCC CTT GGA GAG AAT GAA TTC TGC   135 
31     G   C   K   Y   T   C   K   P   L   G   E   N   E   F   C    45 
C-terminal 











136   AGT AGA ATT TGC AAA GAG AAA GCG GGT AGT TGG TAC GGA TAC TGT   180 
46     S   R   I   C   K   E   K   A   G   S   W   Y   G   Y   C    60 
 
181   TAT TTT TTT GGT TGC TAT TGC ACC GAT GTT TCG AAG AAA GCC GTG   225 
61     Y   F   F   G   C   Y   C   T   D   V   S   K   K   A   V    75 
 
226   CTT TTT GGA GAC TCG GGC ACC CCT GAA TGT CAC GTT TGG ATA AAA   270 
76     L   F   G   D   S   G   T   P   E   C   H   V   W   I   K    90 
 
271   TAA GAT GAT TTA CTG CAG GCT TAC TTT TCT ACC GTT TAT CCG TCT   315 









3     TTA TTA ATT TTC AGT CGA CCC GAC GCA AAG CAG CGC AAC ATG ACT   47 
1      L   L   I   F   S   R   P   D   A   K   Q   R   N   M   T    15 
 
48    GCG GGA TGG GCC TGT CTG CTG GTG TCG CTC GTC CTT CTC TGG GGT   92 
16     A   G   W   A   C   L   L   V   S   L   V   L   L   W   G    30 
 
93    GCG GGA GGA AGC AGA GAC GGT TTT CTC CTG GAT CGA AAT TTC TGC   137 
31     A   G   G   S   R   D   G   F   L   L   D   R   N   F   C    45 
 
138   CGA ATC AAG TGT TCC TTT CTG GGG TCC AAC TCG ATG TGC GCG GAT   182 
46     R   I   K   C   S   F   L   G   S   N   S   M   C   A   D    60 
 
183   CGG TGC ACC GTC CTG GGA GCT TCC GCC GGT TAC TGC AAC AAT TAC   227 
61     R   C   T   V   L   G   A   S   A   G   Y   C   N   N   Y    75 
 
228   GCT TGT TTC TGC ACG GAT TTG AGG GAC CGG GTG AAG ATC TGG GGG   272 
76     A   C   F   C   T   D   L   R   D   R   V   K   I   W   G    90 
 
273   GAC GCG GTC CGC TGT CGC AAG CCT TAA GCA TTA TGG TAA TTG CCA   317 
91     D   A   V   R   C   R   K   P   *    
 
318   TAT GAT TAT CAC GTT TTC CTG TAC CGA AAA TAA ACC AAT TGT GCC   362 

















3     AAC ATT CGT AAT GTA ATA AAT ATT ATT TTT AGT ATT CAG TCG AAG   47 
48    CCT AAG CTT TTC ATA ATA AAG ATC TAA ACA AGA AAC TCT AAG AAA   92 
 
93    ATA ACA ATG AAT AAT GCT AAA TTA TTG ATC TAT TAT ATA ACA GTA   137 
31     I   T   M   N   N   A   K   L   L   I   Y   Y   I   T   V    45 
 
138   ATG AGC TCG ATT AAT TTG GCG ACG ACG GAT GCG AAC CAG TGG TAT   182 
46     M   S   S   I   N   L   A   T   T   D   A   N   Q   W   Y    60 
 
183   CCG ATA AAC AAT GAG ACC GTC AGC TAT TAC CTG TGT CAT CAC AGA   227 
61     P   I   N   N   E   T   V   S   Y   Y   L   C   H   H   R    75 
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228   GAA GAC ACA AAC CGA TGC ATG GAA ATT TGC AAA CTT TTC GAC AGC   272 
76     E   D   T   N   R   C   M   E   I   C   K   L   F   D   S    90 
 
273   GAG AAT GCC ACA GGG TTT TGT CTG ACC ACC TTG TGT TAC TGC ATC   317 
91     E   N   A   T   G   F   C   L   T   T   L   C   Y   C   I    105 
 
318   AAA CAT GAA AGC ATT TAA AAT CAA GTC TTC TTT AGC TGA ATG ATT   362 
106    K   H   E   S   I   *    
 






3     TGC ATA CTG TAA AAT CTT GCG AAT GAG TAC ATA AAG TTG CAA TTA   47 
48    TTT GAA TTA ATT TTA ATT AAA ATA AAG ATG ACT GCT CTG TTC TAT   92 
16     F   E   L   I   L   I   K   I   K   M   T   A   L   F   Y    30 
 
93    TTG CTG CTT CTA ACT TCG GTT ATA ATT GAA ACT CAT CAA GAA TGT   137 
31     L   L   L   L   T   S   V   I   I   E   T   H   Q   E   C    45 
 
138   GAT ATG GCG GTG CTA CAC GGA GAT TTT CCA AGA CAA AAT AAT GGA   182 
46     D   M   A   V   L   H   G   D   F   P   R   Q   N   N   G    60 
 
183   CAT TTA TAT GTA TGT AAA GAT GTC GAG AAG TGT TCC CTT ATT TGT   227 
61     H   L   Y   V   C   K   D   V   E   K   C   S   L   I   C    75 
 
228   AAA GAA CAC GGT ATA AAG AAG ACA GAT TAT GCA AAG TGT TGC TAT   272 
76     K   E   H   G   I   K   K   T   D   Y   A   K   C   C   Y    90 
 
273   GAA AAT TGT TTT TGT GAA CAT TTG CAT GGG AAA AAA ATA AGA AAA   317 
91     E   N   C   F   C   E   H   L   H   G   K   K   I   R   K    105 
 
318   CAA AAT GTG TCT TAA AAA ATT TGA AAT ATG AAA AAA GTT TCG TGT   362 
106    Q   N   V   S   *      
 






3     CAG AAA ACA GCC TGC ATA AAA GTA TCA ACA TTA AGT CGA CTT ATC   47 
48    ATC ATC GAA TAA ATC GAT CGA TTT TTC ACA AGC GTT ACA AGA TTT   92 
 
93    TCA TCG CTT ATT TCA TCG TAA GAG ATG GTA AAA TCT GCA ATG AAG   137 
31     S   S   L   I   S   S   *   E   M   V   K   S   A   M   K    45 
 
138   ATT GTA ATT CTC ATA CTC TTT GTT TTG CTG ATC AGA GTG GAG AGT   182 
46     I   V   I   L   I   L   F   V   L   L   I   R   V   E   S    60 
 
183   AAG AGA AAT GGT TAT CCA GAT ATT AAT GAT GGT AAA TCC TTT ACC   227 
61     K   R   N   G   Y   P   D   I   N   D   G   K   S   F   T    75 
 
228   TGC CGT ACC ACC GTT GAA GAT TCT GAC GAA GAC TTT TGC GTA AAT   272 
76     C   R   T   T   V   E   D   S   D   E   D   F   C   V   N    90 
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273   GTA TGT AAA AGT ATT CAA GGA AGA ACC GGA AAC TGT TGC TTG GGA   317 
91     V   C   K   S   I   Q   G   R   T   G   N   C   C   L   G    105 
 
318   ACA TGC TTT TGT TTG GAT CTA CCT GAT GAA CAG AAA ATC GTT GAT   362 
106    T   C   F   C   L   D   L   P   D   E   Q   K   I   V   D    120 
 
363   GTC ATG GAC TCC ACC ATA GAA TAC TGC GAA TGG GAA GAA GAA GAA   407 
121    V   M   D   S   T   I   E   Y   C   E   W   E   E   E   E    135 
 
408   GAA GAA TGA GAA AAT GAA TTA CAT GTT AAA GTG GCA ACA ATA AAT   452 
136    E   E   *    
 








3     CGT GTG CTC TTC CGA TCT ATC GAA TTC GAG ATG GTG GCC ACG AAT   47 
1      R   V   L   F   R   S   I   E   F   E   M   V   A   T   N    15 
 
48    CGT TGC TGT GTC TTC GCT CTG TTG TTT GCG CTG CTG CTG GTT CAC   92 
16     R   C   C   V   F   A   L   L   F   A   L   L   L   V   H    30 
 
93    TCC CTG ACG GAG GCG GGA AAA GGA AAA GAA ATC TTA GGA AAA ATC   137 
31     S   L   T   E   A   G   K   G   K   E   I   L   G   K   I    45 
 
138   AAG GAC AAA CTA ATC GAA GCG AAA GAC AAG ATT AAG GCT GGA TGG   182 
46     K   D   K   L   I   E   A   K   D   K   I   K   A   G   W    60 
 
183   GAA AGG TTG ACG TCA GAG TCG GAG TAC GCC TGT CCC GCC ATT GAT   227 
61     E   R   L   T   S   E   S   E   Y   A   C   P   A   I   D    75 
 
228   AAG TTC TGC GAG GAC CAT TGC GCC GCT AAG AAA GCC GTC GGA AAA   272 
76     K   F   C   E   D   H   C   A   A   K   K   A   V   G   K    90 
 
273   TGC GAC GAT TTC AAG TGC AAT TGC ATC AAA TTG TAA TCT CTG TAA   317 
91     C   D   D   F   K   C   N   C   I   K   L   *   
  
318   ATC CCC TTC TTT ACG TCA ATT AAA ACA ATA TTC GTG GAT AGA TCG   362 









3     GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TAG AAA ATG AAA TTT ATT ATT   47 
1      V   Q   T   C   A   L   P   I   *   K   M   K   F   I   I    15 
 
48    GCT CTA CTT CTC CTT ACT GCA TTA ACT TTA GCG TCA ATT CCC GTC   92 
16     A   L   L   L   L   T   A   L   T   L   A   S   I   P   V    30 
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93    AGT GAA GCG ACA CAG AAG AAC TGT CGT TCC AAA AGG GAT TGC CAA   137 
31     S   E   A   T   Q   K   N   C   R   S   K   R   D   C   Q    45 
 
138   ACC GTG TGT ATG GTT GTT GAT AGA TGT CAA TAT GGA ACT TGT TAC   182 
46     T   V   C   M   V   V   D   R   C   Q   Y   G   T   C   Y    60 
 
183   TGC AAA GGA AAT GGA AAA TAA TAT TAA TGA AAT TAA TTC ATT CCT   227 
61     C   K   G   N   G   K   *    
 
228   ATA TCG ATT ACA TTA TTT TCG TGA ATA AAC TAA AGA AAT AAA AAT   272 







3     GCT CTT CCG ATC TGT TAG AAA AAT CAA AAT CGA AAG CAT AGA CTC   47 
 
48    ATC GAA AGC AGC ATG CAC TCC TCC GCT TTC ATT TTA ATT CTC TTT   92 
16     I   E   S   S   M   H   S   S   A   F   I   L   I   L   F    30 
 
93    TCC TTG GCA GTA ATC AAC CCT ATA TTC TTC GAT ATG AAA GCA GAA   137 
31     S   L   A   V   I   N   P   I   F   F   D   M   K   A   E    45 
 
138   GCT GGG TGT ATG CTA GAA TAT TGT GCA GGG CAG TGC AGA GGG AAA   182 
46     A   G   C   M   L   E   Y   C   A   G   Q   C   R   G   K    60 
 
183   GTT AGT CAA GAC TAC TGT CTT AAG AAT TGC AGA TGC ATT CGA AGA   227 
61     V   S   Q   D   Y   C   L   K   N   C   R   C   I   R   R    75 
 
228   GAT TTG ACT ATA AAT GAA TTA CTT CTA AGT GGA ATG AAA GTT TAA   272 
76     D   L   T   I   N   E   L   L   L   S   G   M   K   V   *    90 
 
273   TGG CTT AAA ATA TTC GGT TGA TTT CCT GAT TGT TCC TGA TGA TAT   317 
318   TTT GTT TCT GAA GAA AAT CTG TAA AAA AAT AAA CAA TAA AAT TTA   362 






1     TTT TGT TCA AAA GCA ATT TCA GAG AAA GGT GAA ACA GTG CTG AAA   45 
 
46    AAC ATG AAA GCT TTC TAC GGT ATA CTG ATA ATA TTT ATT TTT ATT   90 
16     N   M   K   A   F   Y   G   I   L   I   I   F   I   F   I    30 
 
91    TCG ATG CTC GAT TTG AGC CAG CAA GTT TTT ATA AAT GCA AGA TGT   135 
31     S   M   L   D   L   S   Q   Q   V   F   I   N   A   R   C    45 
 
136   AGA GGA TCG CCT GAG TGT TTG CCG AAG TGT AAA GAA GCA ATA GGG   180 
46     R   G   S   P   E   C   L   P   K   C   K   E   A   I   G    60 
 
181   AAG TCG GCC GGC AAA TGT ATG AAC GGT AAA TGC AAA TGC TAT CCA   225 
61     K   S   A   G   K   C   M   N   G   K   C   K   C   Y   P    75 
 








76     *    
271   AAA AAC GTG TTG ATA CTT TAC TGC TAA TAA TAT TAT AAT GAA CAT   315 





2     ATA CTG ATC ATA TTT ATT TTA ATT TCG ATG CGT AAG TAT ATT TTT   46 
1      I   L   I   I   F   I   L   I   S   M   R   K   Y   I   F    15 
 
47    CGC TTC ATT GCT AAT GTA TAC GGA TTT AAT AAA ATC ATT CAT TTT   91 
16     R   F   I   A   N   V   Y   G   F   N   K   I   I   H   F    30 
 
92    AAA TAT ATT TCA GTC GAT TTG AGC CAG CAA GTT TTT ATA AAT GCA   136 
31     K   Y   I   S   V   D   L   S   Q   Q   V   F   I   N   A    45 
 
137   AGA TGT AGA GGA TCG CCT GAG TGT TTG CCG AAG TGT AAA GAA GCA   181 
46     R   C   R   G   S   P   E   C   L   P   K   C   K   E   A    60 
 
182   ATA GGG AAG TCG GCC GGC AAA TGT ATG AAC GGT AAA TGC AAA TGC   226 
61     I   G   K   S   A   G   K   C   M   N   G   K   C   K   C    75 
 
227   TAT CCA TGA GAT TGC CGC GAA ATA TTA TCA AAT CAT TCT GAA CTG   271 
76     Y   P   *    
 
272   TTT ATG AAA AAC GTG TTG ATA CTT TAC TGC TAA TAA TAT TAT AAT   316 







2     AGT CTT CAA AAG GAT ATC AGC CAT AAA AGT TTT ATA TTC AAT TCT   46 
 
47    GAT AAT ACG AAA AAC ATG AAA GTT TTA TGT GGT ATT CTG ATA ATA   91 
16     D   N   T   K   N   M   K   V   L   C   G   I   L   I   I    30 
 
92    TTT ATC TTA TGT TCA ATG TTT TAT TTA AGC CAA GAA GTT GTT ATA   136 
31     F   I   L   C   S   M   F   Y   L   S   Q   E   V   V   I    45 
 
137   GGT CAA AGA TGT TAC AGA TCG CCT GAC TGT AAT TCA GCG TGT AAG   181 
46     G   Q   R   C   Y   R   S   P   D   C   N   S   A   C   K    60 
 
182   AAA TTT ATA GGA AAG GCT ACA GGC AAA TGT ACA AAT GGC AGA TGC   226 
61     K   F   I   G   K   A   T   G   K   C   T   N   G   R   C    75 
 
227   GAC TGT TAA ACA TAA CTG TAC TGT TCC CGT AAA AGA GTA ATA CAT   271 
76     D   C   *    
 
272   GTA CTT GAT TAT TGT ATA CTA AGC ACT ATC ATG TAA TTT TCG CAT   316 
317   GCT AAC GTA GTA ATT GTA AAA TAT TTT ACA CAG TTT CAC ATT CAA   361 
362   AGG ATT CTA CAG TGT AAG TCT GTT CAG TTA AAA ATA GTT GTC AAA   406 
407   ATT AAA ATG ATT TGA TGT TAT GAA TTC GAC ACA AAT GAC TCT GGC   451 
452   TTT TGA TAA AAA TTA ACT TCT AAT GAC AAG ATT CTG TAT TTC TTT   496 
497   TGT TTT TTT GAA TTA AAA TTA CAT AAT CAG TGA A--   532 
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1     TTA ACA GAC CTT GCA GGT GTG ACG TGT GGA TGA AAC TTC AGT TTA   45 
 
46    TTC GAT CTA TTA AGT GGT AAC AGC ATG CAT TTC TCC GGT GTT GTT   90 
16     F   D   L   L   S   G   N   S   M   H   F   S   G   V   V    30 
 
91    TTA ATT CTT CTC TCC ATG ACT CTG GTC AAT TTT GTT TTC GTC GAA   135 
31     L   I   L   L   S   M   T   L   V   N   F   V   F   V   E    45 
 
136   ACC CAA GTT AAA ACT GGC CAA TAT GTT AAA TGC AAA TAT AAT CTT   180 
46     T   Q   V   K   T   G   Q   Y   V   K   C   K   Y   N   L    60 
 
181   TGT GAA AAG TCA TGC CAA GAA GAA AAA GGA AAA AGA ACG GGA TAT   225 
61     C   E   K   S   C   Q   E   E   K   G   K   R   T   G   Y    75 
 
226   TGT AGC AAT CCA GAG TGT GTA TGC TCC AAG GAC TAA AAT AAA ACA   270 
76     C   S   N   P   E   C   V   C   S   K   D   *    
 






1     AAT ATT TTG AAC AGA CTA TTA TCC TTC TCT GAA AAT ATG CAA CTT   45 
1      N   I   L   N   R   L   L   S   F   S   E   N   M   Q   L    15 
 
46    TTC TAC GGT TTA CTG TTA ATG TTT GTC TTA TGT TCC TCG ATC CAT   90 
16     F   Y   G   L   L   L   M   F   V   L   C   S   S   I   H    30 
 
91    TTG AGT GAG CAA TGG TGC TCC ACC TGC CTC GAT CTT GCT TGC GGA   135 
31     L   S   E   Q   W   C   S   T   C   L   D   L   A   C   G    45 
 
136   GCC TCG AGA GAA TGT TAC GAT CCC TGT TTT AAA GCA TTC GGA AGA   180 
46     A   S   R   E   C   Y   D   P   C   F   K   A   F   G   R    60 
 
181   GCT CAC GGC AAA TGT ATG AAT AAC AAA TGC AGA TGT TAT ACA TAA   225 
61     A   H   G   K   C   M   N   N   K   C   R   C   Y   T   *    75 
 
226   CAT CTT ACT GTT TAC GTA AGA AAT ACA AGA TTA CTG TGG AAT AGT   270 
271   TTG TTA ATA ATA ATA AAA ATG TAA AAT TAA AAA TAA GTT TGA ATA   315 






3     CTC TTC CGA TCT GGT GAA ACA GTG ATT TGC CGA AAA ATG AAA GCT   47 
1      L   F   R   S   G   E   T   V   I   C   R   K   M   K   A    15 
 
48    TTC TAC GGT ATA CTG ATA ATA TTT ATT TTT ATT TCG ATG GTC GAT   92 
16     F   Y   G   I   L   I   I   F   I   F   I   S   M   V   D    30 
 
93    TTG AGC CAG CAA GTT TTT ATA AAT GCA ACA TGT AAA ATA TCA GAT   137 
31     L   S   Q   Q   V   F   I   N   A   T   C   K   I   S   D    45 
 
138   CAG TGT AGG CCG AAG TGT AGA GAA GCA GTA GGA AGG CCT AAC AGC   182 
4.426,17 12 




46     Q   C   R   P   K   C   R   E   A   V   G   R   P   N   S    60 
 
183   AAA TGT ATA AAC AAA AAA TGC AAA TGT TAT CCA TCA AGT GGA TAA   227 
61     K   C   I   N   K   K   C   K   C   Y   P   S   S   G   *    75 
 
228   CAT TTG CAT TTT TTG TTA ATG ATG TTT ATG TTA AAA ATG CAA ATG   272 
273   TTA TCT ATG AGA TTG CCG TGG AAG ATT ATC AAA TCA TTG TGG ACT   317 
318   GTT TAC GAA GAA ATG TAT TGA TAA TTT ACT AAT AAT AAT AAT AAT   362 
363   AAT AAT GTA AAT TTA AGA ATA TAT TAG TAG TAC TGC ATA ACT ATG   407 
408   ATT TAG TGT AGG CCT ATT TTA ATA TCA AAG TTT TGA CAA TAA CTT   452 
453   AAT GAT TTA AAA TTA TAA TGT AAA TTT TCT GTA TTG TTT TTG TTT   497 






2     TTA CGT CTT TGA AGT CAT TAA ATT CAT TAC TGA TGT TAT TAC TAT   46 
47    AGT TTA TTG CAT TTT ATC GTA TAA ATA GTA ACA TTT TGT TCA AAA   9 
92    GCA ATT TCA GAG AAA GGT GAA ACA GTG CTG AAA AAC ATG AAA GCT   136 
31     A   I   S   E   K   G   E   T   V   L   K   N   M   K   A    45 
 
137   TTC TAC GGT ATA CTG ATA ATA TTT ATT TTA CTT TCG ATG CTC GAT   181 
46     F   Y   G   I   L   I   I   F   I   L   L   S   M   L   D    60 
 
182   TTG AGC CAG CAA GTT TTT ATA AAT GCA ACA TGT AAA ATA TCA GAT   226 
61     L   S   Q   Q   V   F   I   N   A   T   C   K   I   S   D    75 
 
227   CAG TGT AGG CCG AAG TGT AGA GAA GCA GTA GGA AGG CCT AAC AGC   271 
76     Q   C   R   P   K   C   R   E   A   V   G   R   P   N   S    90 
 
272   AAA TGT ATA AAC AAA AAA TGC AAA TGT TAT CAA AAT GCA AAT GTT   316 
91     K   C   I   N   K   K   C   K   C   Y   Q   N   A   N   V    105 
 
317   ATC CAC TTG AGT GGA TAA CAT TTG CAT TTT TTG TTA ATG ATG TTT   361 
106    I   H   L   S   G   *    
 
362   ATG TTA AAA ATG CAA ATG TTA TCT ATG AGA TTG CCG TGG AAG ATT   406 
407   ATC AAA TCA TTG TGG ACT GTT TAC GAA GAA ATG TAT TGA TAA TTT   451 
452   ACT AAT AAT AAT AAT AAT GTA AAT TTA AGA ATA TAT TAG TAG TAC   496 
497   TGC ATA ACT ATG ATT TAG TGT AGG CCT ATT TTA ACA TCA AAG TTT   541 
542   TGA CAA TAA CTT AAT GAT TTA AAA TTA TAA TGT AAA TTT TCT GTA   586 






1     TCA GAC GTG TGC TCT TCC GAT CTC ATG AAT CTC AAG CAT CGC ATC   45 
1      S   D   V   C   S   S   D   L   M   N   L   K   H   R   I    15 
 
46    TTT ATA GGA TTG CTT CTA GCG ATT GGC ATA TTC AGC TTT GCT AAA   90 
16     F   I   G   L   L   L   A   I   G   I   F   S   F   A   K    30 
 
91    GCT GGT GTC AAC GAT GAC AAA GAT TGC AAT CAT TTA GGT CGG CCA   135 
31     A   G   V   N   D   D   K   D   C   N   H   L   G   R   P    45 
3.961,66 3 





136   TGC AAT TCC CAC AGA GAT TGT TGT AGC TAT GGA GAA CGA TGC ATC   180 
46     C   N   S   H   R   D   C   C   S   Y   G   E   R   C   I    60 
 
181   AGC ACT GGA TAT AAA TAT TAA AAC ATG GAA AAT GCA TAA ATG GCA   225 
61     S   T   G   Y   K   Y   *    
 
226   AAT GCA AAT GTC ACG GA-   243 
 
>contig_1131  
Frame  -3 
 
 
3     GCT CTT CCG ATC TGT TAG AAA AAT CAA AAT CGA AAG CAT AGA CTC   47 
 
48    ATC GAA AGC AGC ATG CAC TCC TCC GCT TTC ATT TTA ATT CTC TTT   92 
16     I   E   S   S   M   H   S   S   A   F   I   L   I   L   F    30 
 
93    TCC TTG GCA GTA ATC AAC CCT ATA TTC TTC GAT ATG AAA GCA GAA   137 
31     S   L   A   V   I   N   P   I   F   F   D   M   K   A   E    45 
 
138   GCT GGG TGT ATG CCA GAA TAT TGT TCA ATG CTG TGC AGA GGG ACA   182 
46     A   G   C   M   P   E   Y   C   S   M   L   C   R   G   T    60 
 
183   GTT AGT CAA AAC TAT TGT CTT AAG AAT TGC AAA TGC ATT CCA AGA   227 
61     V   S   Q   N   Y   C   L   K   N   C   K   C   I   P   R    75 
 
228   TTA ATA TTA AAA AAG TTG ACT GTA AAT GAA TTA CTA AGT GAA AAC   272 
76     L   I   L   K   K   L   T   V   N   E   L   L   S   E   N    90 
 
273   AAA AAT TTA ATG GCT TAA AAT ATT CAG TTG ATT TCC TGA TTG TTT   317 
91     K   N   L   M   A   *    
 
318   CTG ATG AAA ATG TTG TAA AAA AAT ACA ATA AAA TTT ATT TTG TCG   362 






1     ATT TAA TTT TTG CAA TTA ACA GTG AAA TAG TTT TAA ATT TGA ATA   45 
 
46    AAT TTT CTG CAT TTT CAG AAG ATG AAT AAG GCA TAT TTA GTG GCT   90 
16     N   F   L   H   F   Q   K   M   N   K   A   Y   L   V   A    30 
 
91    ATC TTA GTT CTT TCT GTG CTT CTG GTG GCA AAT GTG TCA CCA ATA   135 
31     I   L   V   L   S   V   L   L   V   A   N   V   S   P   I    45 
 
136   GAA GGA GTG CCT ACG GGA GGA TGT CCA CTC TCG GAT GCA TTA TGT   180 
46     E   G   V   P   T   G   G   C   P   L   S   D   A   L   C    60 
 
181   GCT AAA TAT TGC AAG TCG AAT AAA TAT GGC AAA ACT GGA AAA TGT   225 
61     A   K   Y   C   K   S   N   K   Y   G   K   T   G   K   C    75 
 
226   ACT GGC ACA AAT AAA GGG ACT TGT AAA TGT TTG GTT TAA TGC CGA   270 
76     T   G   T   N   K   G   T   C   K   C   L   V   *    
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1     GAA AAA CAG ACG TCA TTG TCG AAT AGT TAA CAT TTG AGA GAA AGG   45 
46    AGT TAT TGT AAT GAA TTG TTT CTA ATT CAT AAG CAG TAG TTT ATG   90 
91    AAT TGC AGA AAT ATA ATT TGA AAT ATT ACA AGA AAA AAG TGT ATT   135 
 
136   TCT CGA AGC AGT TTT CAA GTA AAG ATG AAT AAA GCG CTT TTA ATG   180 
46     S   R   S   S   F   Q   V   K   M   N   K   A   L   L   M    60 
 
181   GTT ATC TTG GTT CTT TCC GTG CTT CTA GTG GCA AAT GTG TCA CCA   225 
61     V   I   L   V   L   S   V   L   L   V   A   N   V   S   P    75 
 
226   ATA AGA GTG CCT ACA GGA GGA TGT CCT TTT TCG GAT GCA CTT TGT   270 
76     I   R   V   P   T   G   G   C   P   F   S   D   A   L   C    90 
 
271   TCC ACT TAT TGC AAG AGG AAT AAG TAT GGC AGA TTT GGA AAA TGT   315 
91     S   T   Y   C   K   R   N   K   Y   G   R   F   G   K   C    105 
 
316   TAT GGA ACA AGT TGT AAA TGC TTG ATT TAA TAC AGA TTG GAG A--   360 






3     TCT TCT CTG ATA CCG AAG AGA AAT CGA GCT CTG ATT ACG TAG AAC   47 
48    AGA AAA GTT TTT GCT GAA TAT TTC GAA TAA TTC GTA TAG TTA ATT   92 
 
93    CGA GAA GTT TGC CAA AAG ATA GAA GCT ATG AAG TCC GCC ATC GTG   137 
31     R   E   V   C   Q   K   I   E   A   M   K   S   A   I   V    45 
 
138   TTA TTG ATA TTT ATT TTC GTT TAC ACA TCT CTG GCT CAG CAC TAC   182 
46     L   L   I   F   I   F   V   Y   T   S   L   A   Q   H   Y    60 
 
183   CAA AAA GAA GAA TGG TAT CCT TTC AGA GTT GGT AAT GGC CAC CTC   227 
61     Q   K   E   E   W   Y   P   F   R   V   G   N   G   H   L    75 
 
228   AGT TGC TCC AAC AGA CTC GGG ATG TCC GAA AAC GAC TTT TGT CGC   272 
76     S   C   S   N   R   L   G   M   S   E   N   D   F   C   R    90 
 
273   AAG TTA TGC AAT CGA GAC GGT AAA TGG AGG AAT TCG AAA TGT AAA   317 
91     K   L   C   N   R   D   G   K   W   R   N   S   K   C   K    105 
 
318   GAG CAT TAC TGC TAT TGC GGT CCT CAA CGT TTC TAC CGT GCT ATC   362 
106    E   H   Y   C   Y   C   G   P   Q   R   F   Y   R   A   I    120 
 
363   AAA CTT TAG ATT CGC TTC CCA CGA AAA ACA TAC TGT TTG CAA ATT   407 
121    K   L   *    
 
408   ATG TAA TCT TAC TAT CGA TTT TCT TTA TCC AGT TTC CAT GTA TTT   452 
453   GCG AAT TCG TTG TCA AAC AAA TCA TAA TTA CAA GTG TTT GCT GTA   497 
498   GTT AAC ATT ATA AAA TTG TTG ATT AAT GAA TTA TCA TTG TAA TCT   542 
543   GTA AAA TGC TAT TTC TTT GAA TAA AAT CGA AC-   575 
6.078,85 1 










3     TAT TTC TGG CAT AGC AAC ATG AAT CTC AAG CAT CGC ATC TTT ATA   47 
1      Y   F   W   H   S   N   M   N   L   K   H   R   I   F   I    15 
 
48    GGA TTG CTT CTA GCG ATT GGC ATA TTC AGC TTT GCT AAA GCT GGT   92 
16     G   L   L   L   A   I   G   I   F   S   F   A   K   A   G    30 
 
93    GTC AAC GAT GAC AAA GAT TGC AAT CAT TTA GGT CGG CCA TGC AAT   
137 
31     V   N   D   D   K   D   C   N   H   L   G   R   P   C   N    45 
 
138   TAC CAC AGA GAT TGT TGT AGC TAT GGA GAA CGA TGC ATC AGC ACT   
182 
46     Y   H   R   D   C   C   S   Y   G   E   R   C   I   S   T    60 
 
183   GGA TAT AAA TAT TAT TGT AAA GTA GAT CCA GGT CCA TGA AAT GAC   
227 
61     G   Y   K   Y   Y   C   K   V   D   P   G   P   *    
 
228   ATC CTC ACT CTT TTA ATA ACT GTA CCA ATG AAA TTT CTA TTT TAA   
272 






3     CTC TTC CGA TCT ATC AAT ATG AAG ATT GCT TTC ATC GTG TTG CTC   47 
1      L   F   R   S   I   N   M   K   I   A   F   I   V   L   L    15 
 
48    CTC GTT CTC AAT TGC ATT GAT AAC ACT CAC GCA ATG GAA ATA AAT   92 
16     L   V   L   N   C   I   D   N   T   H   A   M   E   I   N    30 
 
93    TAC ACT GAT CGC GAT TTG GAC AAT GTA TTC ATA GAC AAG AGG CAA   
137 
31     Y   T   D   R   D   L   D   N   V   F   I   D   K   R   Q    45 
 
138   ATA TGC CAT GAT TTA GGA AGT ACA TGT TCA TCA GGC TCT CAA AAC   
182 
46     I   C   H   D   L   G   S   T   C   S   S   G   S   Q   N    60 
 
183   TGT TGC GAA CCA TAT TGC TGC AGC TTC GGA CAA TGT TCA TCT TGT   
227 
61     C   C   E   P   Y   C   C   S   F   G   Q   C   S   S   C    75 
 
228   TAA CCA TCT GTA TTT ACG ATT TTA TTC CAG AGA AAA TCT GGA ATT   
272 
76     *    
273   AAA CTA ATA AAA ATC TGT AAT AGT AAA TAA GCC AAT GAT TGT TTT   
317 
5.467,20 5 




318   AGA AAA ATA TAT TTT AAT GTA TTT CAA AAA GTA ACT TTG CCA TAT   
362 




2     ATA AAA CGA TAC GAG AAT TTA AAA AAA TTA CTT TTG CAA GCA ACA   46 
47    GAT AGA ATT CCA AGT GAT TTC ATA AAT TCG AAT AAA AGT CAA AAA   91 
 
92    AAG ATG AAA GCA ATC ATT ATC TTC TTT GTG TTG GCT CTC ATC TTA   
136 
31     K   M   K   A   I   I   I   F   F   V   L   A   L   I   L    45 
 
137   TGT CTT TAT GCC GTA ACA ACT GTA GAA GGT GCT TGC CAA TTT TGG   
181 
46     C   L   Y   A   V   T   T   V   E   G   A   C   Q   F   W    60 
 
182   AGT TGC AAT AGC AGT TGT TTA TCG AGA GGA TAC AGA GGA GGA TCG   
226 
61     S   C   N   S   S   C   L   S   R   G   Y   R   G   G   S    75 
 
227   TGC TGG GGA GCA CTT AAT CAA TTT TGC CAA TGC TAT TGA AGG ATC   
271 
76     C   W   G   A   L   N   Q   F   C   Q   C   Y   *    
 
272   GAT AAT ATT CAT AAT GTT AAA TAT CAC CGA AAT CAA CTT AAA ACC   
316 
317   ATT TTA AAT GTT TGA TCT TAA TCG TAG ATT TGT ATA GAA TTA AAG   
361 
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Abstract 
We identified Tf2, the first β-scorpion toxin from the venom of the Brazilian scorpion Tityus 
fasciolatus. Tf2 selectively activates human (h)Nav1.3, a neuronal voltage-gated sodium (Nav) 
subtype involved in epilepsy and nociception. Tf2 shifts hNav1.3 activation voltage to more 
negative values, thereby opening the channel at resting membrane potentials. Seven other 
tested mammalian Nav channels (Nav1.1-1.2; Nav1.4-1.8) are insensitive to Tf2 upon 
application of 1 μM toxin. Therefore, the identification of Tf2 represents a unique addition to 
the repertoire of animal toxins that can be used to investigate Nav channel function.  
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Abstract 
For decades, the study of venomous animals has focused on the isolation and biochemical 
characterization of specific venom components that have medical or biotechnological 
importance. Indeed, scorpions have been extensively studied under this optics, which has led to 
the identification of hundreds of different transcripts encoding toxic peptides. However, 
scorpions are interesting organisms not only because of their toxin diversity but also because 
they represent the most ancient terrestrial animals that fossil records have identified. About 
2,000 species have been described around the world, which also implies that scorpions are 
extremely well-adapted arthropods that have managed to survive in different environmental 
conditions. Even though the divergence timing of scorpions places them as interesting model 
organisms for evolutionary inferences, little is known about the genomic organization, 
speciation events, and population dynamics of these arthropods. 
Different “omic” approaches have become a very powerful strategy for understanding the 
complexity of venomous animals. Transcriptomics, in particular, has been widely used to 
explore the transcriptional diversity of venom glands of several scorpion species. Recently, 
high-throughput sequencing platforms have substantially improved our capacity to describe 
biological features of scorpions but, most importantly, have outlined new directions toward a 
more complete understanding of the evolution of these arthropods. 
In this chapter, those transcriptomic strategies followed in the last two decades that went from 
cDNA cloning to next-generation sequencing methods will be described. Some biological and 
evolutionary questions about scorpion speciation and venom diversification will also be 
addressed. Finally, an attempt to raise some future directions in the field will be made. 
 
 
